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ACC    Arteria carotis communis  
ACE    Angiotensin-Converting-Enzyme 
ATP    Adenosintriphosphat  
bFGF    basic Fibroblast Growth Factor 
CASPc    Chloraluminium-sulfoniertes- Phthalocyanin 
CCA    Partec Cell Counter Analyser  
DADPI  fluoreszierender Farbstoff 
Di-I-Ac-LDL  acetyliertes  Low  Density  Lipoprotein,  markiert  mit  1,1'-Dioctadecyl-
    3,3,3',3-Tetramethyl-Indocarbocyanin Perchlorat 
DMEM  Dulbeccos´s Modified Eagle´s Medium 
DT    Versuchsgruppe „Dark Toxicity“ 
EC     Endothelzellen  
ECM    Extrazellulärmatrix 
ELISA   Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay  
FCS    Fötales Kälberserum  
FITC     Fluoreszein Isothiocyanat Isomer I  
GR     Gefäßremodeling  
IH    Intimahyperplasie   
HpD    Hematporphyrinderivat 
KO    Versuchsgruppe „Kontrolle“ 
Lee    Lamina elastica externa 
Lei    Lamina elastica interna 
LO    Versuchsgruppe „Light Only“ 
MMP    Matrix-Metalloproteinase  
PBS    phosphat-gepufferte Salzlösung 
PDGF   Platelet-derived Growth Factor  
PDT    Photodynamische Therapie 
PF    Photofrin II 
PL    Versuchsgruppe „Plastik“  
PS    Photosensitizer 
SD     Standardabweichung  
SMC     glatte Muskelzellen 
TGFß    Transforming Growth Factor-ß  8    Einleitung 
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1.1   Klinische Problematik 
Durchblutungsstörungen  mit  den  daraus  resultierenden  Schäden  an  Organen  und 
Gliedmaßen  führen  zu  einer  signifikanten  Morbidität  und  sind  die  häufigste 
Todesursache in den westlichen Industrienationen (15). Diese Erkrankungen sind in den 
meisten Fällen durch Arteriosklerose bedingt, die zu einer Einengung oder sogar zum 
vollständigen  Verschluss  der  Gefäße  führt.  Die  Entwicklung  von  Möglichkeiten, 
arteriosklerotische  Obstruktionen  des  arteriellen  Systems  zu  behandeln,  stellt  eine 
wichtige Aufgabe dar.  
Gegenwärtig  ist  ein  Eingriff  am  Gefäßsystem  die  einzige  Möglichkeit,  bereits 
bestehende, arteriosklerotisch stenosierende Veränderungen zu behandeln. Zum Einsatz 
kommen sowohl gefäßchirurgische als auch interventionelle Techniken. Verfahren wie 
die  Ballonangioplastie,  eine  Stentimplantation,  die  Arteriektomie  oder  eine 
Überbrückung  der  Stenose  mittels  Bypassoperation  gehören  zur  klinischen  Routine 
(79). Der Langzeiteffekt dieser Eingriffe wird aber durch das Auftreten einer erneuten 
Einengung  (Restenose)  stark  eingeschränkt  (79).  Restenose  ist  dabei  als  wieder 
aufgetretene Einengung des Lumens um >50% des nach erfolgreicher Intervention bzw. 
Gefäßrekonstruktion  erreichten  Gefäßdurchmessers  innerhalb  von  6  bis  12  Monaten 
(56, 94) definiert. Von den etwa 400000-600000 Koronarangioplastien, die jährlich in 
den  USA  durchgeführt  werden  (91),  kommt  es  bei  30-60%  der  Patienten  zur 
Ausbildung  von  hämodynamisch  signifikanten  Restenosen  und  zum  Wiederauftreten 
der  ischämischen  Symptome  innerhalb  eines  Jahres  nach  anfänglich  erfolgreicher 
Therapie (10, 91, 106). Bei Bypassoperation mittels venöser Transplantate kommt es an 
Koronararterien  bei  bis  zu  25%  der  Patienten  (79)  und  in  der  femoropoplitealen 
Gefäßstrombahn  sogar  bei  bis  zu  40%  der  Patienten  (154,  168)  zum  Versagen  der 
Venenbypässe schon nach 6 bis 12 Monaten.  
Photodynamische Therapie (PDT), eine Behandlungsstrategie bei der durch Bestrahlung 
eines ansonsten biologisch inerten Farbstoffs mit Licht Radikale generiert werden, hat 
im Tierversuch das Auftreten von Restenosen nach vaskulären Eingriffen verhindern 
können  (89).  Ziel  dieser  in-vitro  Studie  ist  es,  mögliche  Rückschlüsse  für  die 
Entstehung des in-vivo beobachteten positiven Remodelings nach PDT zu ziehen. Einleitung    9 
 
 
Alle Interventionen bzw. Rekonstruktionen am Gefäßsystem führen zu einer Verletzung 
der Gefäßwand und können gleichzeitig Ursache für das Auftreten von Restenosen sein 
(76).  Während  für  akute  Gefäßverschlüsse  innerhalb  von  Stunden  nach  Intervention 
Gefäßspasmen,  Thrombosen  oder  Gefäßdissektionen  verantwortlich  gemacht  werden 
(163), werden für das Auftreten von Restenosen zwei Mechanismen diskutiert (10) : 
Intimahyperplasie (IH) und Gefäßremodeling (GR). 
 
1.2   Pathophysiologie 
1.2.1    Intimahyperplasie  
Im  Jahre  1906  beschrieben  Carell  und  Guthrie  erstmals  IH.  Sie  beobachteten  eine 
glänzende  Substanz,  die  die  Nähte  einer  Anastomose  wenige  Tage  nach  einer 
vaskulären Bypassoperation bedeckte (17). 1971 wurde dann IH erstmals als Ursache 
für  den  Verschluss  von  koronaren  Bypassprothesen  verantwortlich  gemacht  (64). 
Histopathologische  Studien  lassen  vermuten,  dass  IH  eine  dominante  Rolle  bei  der 
Ausbildung von Restenosen spielt (140). IH entsteht als Teil der Heilungsreaktion auf 
die Verletzung der Gefäßwand. Diese Reaktion ist sowohl im arteriellen als auch im 
venösen System und nach jeder Form der Verletzung zu beobachten (20, 76). Es wird 
angenommen, dass dieser komplexe und multifaktorielle Prozess in großem Maße durch 
endogene  Mitogene  gesteuert  wird,  die  von  adhärenten  Thrombozyten,  Monozyten, 
Neutrophilen und verletzten Endothelzellen (EC) und glatten Muskelzellen (SMC) der 
Arterienwand ausgeschüttet werden (20). 
Die Entstehung von IH kann sowohl anhand tierexperimenteller Untersuchungen (32) 
als beim Menschen (54) in drei Phasen eingeteilt werden:  
Eine  (1)  hyperakute  Phase,  die  in  den  ersten  Minuten  bis  Stunden  nach  der 
Gefäßverletzung abläuft. Werden die Endothelzellen der Intima verletzt, kommt es zur 
Adhäsion  von  Thrombozyten,  Erythrozyten,  Monozyten  und  Neutrophilen  an  der 
luminalen Oberfläche (25, 65, 165). Zusätzlich werden die glatten Muskelzellen (SMC) 
der Media verletzt und dadurch aktiviert (32). Aus den geschädigten EC, SMC und 
Myofibroblasten werden Wachstumsfaktoren wie z.B. basic Fibroblast Growth Factor 
(bFGF)  freigesetzt  (32).  Darüber  hinaus  wird  schon  in  den  ersten  Stunden  die 
Expression  der  Protoonkogene  c-fos,  c-jun  und  c-myc  (54)  sowie  der 
Wachstumsfaktoren  Platelet-derived  Growth  Factor-A  (PDGF-A),  Transforming 
Growth Factor ß1 (TGFß1) und bFGF (68, 153) induziert.  10    Einleitung 
In  der (2) akuten  Phase,  die  sich  über  mehrere  Wochen  erstrecken  kann,  findet  die 
Organisation des gebildeten Thrombus statt, und es kommt zu einem Einwachsen von 
SMC in das Gefäßlumen (32). Während in unverletzten Gefäßen die Wachstumsrate der 
SMC, die sich in der Media befinden, bei ca. 1% liegt, erhöht sich das Wachstum der 
SMC im Tierexperiment bis über 20% innerhalb der ersten 48 Stunden nach Verletzung 
des Gefäßes (21, 69). Etwa 30% der SMC werden aktiviert, d.h. sie beginnen mit der 
DNA-Synthese.  Sie  differenzieren  sich  von  einem  kontraktilen  Phänotypen,  der  die 
physiologisch funktionelle Form darstellt und u.a. für den Gefäßtonus zuständig ist, zu 
einem synthetisierenden Phänotypen, der sich zu teilen beginnt und ECM produziert 
(24). Etwa am achten Tag nach Verletzung kann man SMC auf der luminalen Seite der 
Lamina elastica interna (Lei) nachweisen, was darauf hinweist, dass sie durch Risse in 
der Lei migriert sind (22, 54, 66, 130). Die Migration der SMC ist zur Intima gerichtet, 
was  auf  die  Wirkung  von  Faktoren  wie  z.B.  PDGF  und  Matrix-  Metalloproteinase 
(MMP) 2 und 9 hindeutet (86). Eine maximale Anzahl von SMC ist nach etwa zwei 
Wochen erreicht, wobei ca. 30% der SMC von der Media zur Intima ausgewandert sind 
(26). Gleichzeitig kommt es zu einer Infiltration von Leukozyten und zur Synthese von 
Wachstumsfaktoren wie bFGF und PDGF sowie Inhibitoren wie TGFß1 durch EC, SMC 
und Myofibroblasten (32). Während der ersten 72 Stunden wird die Proliferation der 
Zellen im wesentlichen durch bFGF vermittelt, welches von verletzten und toten Zellen 
freigesetzt wird. Durch bFGF-Antikörper kann 80-90% dieser Proliferation verhindert 
werden, wobei diese nur innerhalb der ersten 72 Stunden wirksam sind (100, 101). Etwa 
am siebten Tag beginnen etwa die Hälfte der in die Intima eingewanderten SMC mit 
einer zweiten Proliferationsphase, welche wahrscheinlich durch autokrine und parakrine 
Faktoren wie bFGF, PDGF und TGFß gesteuert wird (32). 
In  der  anschließenden  (3)  chronischen  Phase  proliferieren  die  medialen  SMC 
kontinuierlich  weiter.  Sie  synthetisieren  dabei  große  Mengen  Extrazellulärmatrix 
(ECM)  und  lagern  diese  in  der  Intima  ab  (32).  Gleichzeitig  findet  die 
Reendothelialisierung des Lumens statt, welche die Dauer der Proliferationsphase der 
SMC und damit das Ausmaß der IH beeinflusst. Im Tierexperiment konnte nämlich 
gezeigt werden, dass die Proliferation von SMC an den Stellen zum Stillstand kommt, 
die mit EC bedeckt sind (23).  
 Einleitung    11 
 
 
1.2.2    Gefäßremodeling 
In  der  Pathogenese  der  Restenoseentstehung  spielt  neben  der  IH  auch  das  GR  eine 
entscheidende Rolle (7, 56, 112). Klinische intravaskuläre Ultraschalluntersuchungen 
nach  Koronarangioplastie  zeigten,  dass  bei  fast  60%  der  Patienten  mit  klinisch 
relevanten Restenosen GR verantwortlich gemacht werden kann (109, 110). 
GR wird als Größenveränderung einer Arterie in einem bestimmten Zeitraum definiert. 
Sie wird histopathologisch als die Fläche gemessen, die von der Lamina elstica externa 
(Lee)  umschlossen  wird  (139).  GR  berücksichtigt  dabei  die  Beziehung  zwischen 
arterieller Lumengröße (Lumen), der Plaque- und Mediagröße, der neointimalen Größe 
(IH) sowie der Veränderung des Gefäßdurchmessers. Sie stehen in folgender Beziehung 
zueinander (139):  
  Fläche Lee = Fläche Plaque + Media + Fläche IH +Fläche Lumen 
 
Da  die  Flächen  von  Plaque  und  Media  nahezu  konstant  bleiben  und  GR  als 
Veränderung der Fläche Lee definiert ist, folgt: 
  Gefäßremodeling = Lumenveränderung – Fläche IH 
 
Im Rahmen der GR können die Arterien ihren Gefäßdurchmesser sowohl vergrößern als 
auch verkleinern. Deshalb wird das Gefäßremodeling in ideales Remodeling, günstiges 
Remodeling,  kein  Remodeling  und  konstriktives  Remodeling  unterteilt  (Abb.  1.1) 
(139).  
Unter idealem Remodeling versteht man, dass sich die Fläche Lee um das gleiche Maß 
erweitert, das das Lumen durch IH abgenommen hat. Das neointimale Wachstum wird 
vollständig  ausgeglichen,  die  Lumengröße  bleibt  unverändert,  und  es  entsteht  keine 
Stenose. Kommt es zu günstigem Remodeling, weitet sich das Gefäß nur teilweise, und 
die IH wird in geringerem Maße kompensiert. Das Lumen wird hierbei durch die IH 
eingeengt, und es entsteht eine geringe Stenose. Findet kein Remodeling statt, ändert ein 
Gefäß, in dem sich IH entwickelt, seinen Durchmesser nicht und das Lumen wird von 
der IH eingeengt. Verringert sich der Durchmesser eines Gefäßes sogar, spricht man 
von konstriktivem Remodeling. Die Auswirkungen der IH werden nicht kompensiert 
sondern durch Kontraktion des Gefäßes noch verstärkt. 
GR ist ein kontinuierlicher Prozess, welcher sich zwischen Gefäßvergrößerung auf der 
einen  Seite  und  Gefäßkontraktion  auf  der  anderen  Seite  bewegt  und  so  im 12    Einleitung 
Zusammenspiel  mit  der  IH  einen  nützlichen  oder  schädlichen  Effekt  für  das 
Gefäßlumen hat (139).  
Die  Pathophysiologie  des  GR  ist  bislang  noch  nicht  vollständig  geklärt  (138). 
Untersuchungen  weisen  darauf  hin,  dass  GR  eine  Reaktion  auf  Veränderungen  der 
Hämodynamik  in  den  Gefäßen  wie  z.B.  Flußgeschwindigkeit,  Wandspannung  und 
Scheerkräfte,  oder  auf  humorale  Faktoren  wie  Zytokine  und  vasoaktive  Substanzen 
darstellt (40, 58, 92). 
 
 
1.2.3    Rolle der Extrazelluärmatrix  
Die Extrazellulärmatrix (ECM) setzt sich im wesentlichen aus Proteinen wie Struktur- 
(Kollagen, Elastin) und Adhäsionsproteinen  (Fibronektin, Vitronektin, Laminin) sowie 
Polysachariden  wie  Glykosaminoglykane  (Hyaluronsäure)  und  Proteoglykane 
(Chondroitin, Dermatan, Keratinsulfat) zusammen (27).  
Änderungen in Aufbau und Zusammensetzung der Matrix können das Wachstum, das 
Migrationsverhalten  und  die  Differenzierung  der  Zellen  beeinflussen.  Matrixproteine 
können  Wachstumsfaktoren  binden  und  Zell-Zell-  oder  Zell-Matrix-Interaktionen 
steuern (53). Durch Gefäßverletzungen verursachte Veränderungen der ECM tragen so 
in erheblichem Umfang zu der Wundheilungsreaktion bei (27, 52). Wachstumsfaktoren 
wie z.B bFGF werden von verletzten EC, SMC und Myofibroblasten der Gefäßwand 
sowie  von  angelagerten  Thrombozyten  freigesetzt  und  in  der  ECM  gespeichert. 
Dadurch  werden  SMC  zu  einer  gesteigerten  Synthese  von  Matrixproteinen  angeregt 
Ideales Remodeling  Günstiges Remodeling 
Kein Remodeling  Konstriktives Remodeling 
Abbildung 1.1: Schematische Darstellung von idealem Remodeling, günstigem Remodeling, 
kein Remodeling und konstriktivem Remodeling (modifiziert nach Schwartz et al., 1998). Einleitung    13 
 
 
(32).  Diese  von  den  SMC  abgelagerten  Matrixproteine  definieren  die  Größe  der 
intimalen  Läsion,  welche  das  Gefäßlumen  einengt  und  möglicherweise  zu  einem 
endgültigen  Verschluss  des  Gefäßes  führt.  Die  Ablagerung  und  Resorption  dieser 
neugebildeten  Matrixkomponenten  sind  wichtige  Determinanten  der IH  und  des  GR 
(142).  
 
1.3   Therapeutische Strategien  
1.3.1    Stand der Forschung 
Die  Ausbildung  von  Restenosen  stellt  bislang  den  größten  limitierenden  Faktor  der 
kardiovaskulären  Interventionen  dar  (32,  79).  Die  multifaktorielle  Pathogenese  der 
Restenosen mit dem Zusammenspiel von verschiedenen Zellenarten wie Thrombozyten, 
Leukozyten, SMC, Fibroblasten und EC und multiplen Wachstumsfaktoren wie bFGF 
und PDGF  sowie Inhibitoren wie TGFß1, und anderen Mediatoren wie z.B. Matrix- 
Metalloproteinase  (MMP)  2  und  9  mag  ein  Grund  dafür  sein,  dass  die  meisten 
therapeutischen Ansätze bislang gescheitert sind (10).  
Das Einbringen von metallischen Stents, die das Auftreten von Restenosen verhindern 
sollen, stellt eines der wenigen Therapiekonzepte dar, das sich im klinischen Alltag 
etablieren  konnte  (4,  137).  Durch  das  Einbringen  von  Stents  können  die 
Langzeitergebnisse  nach  drei  Jahren  im  Vergleich  zur  alleinigen  Ballonangioplastie 
zwar signifikant verbessert werden (83), die Entwicklung von Restenosen wird aber 
nicht verhindert, sondern allenfalls verzögert (4, 137). Neue Studien, die das Einbringen 
von Stents mit der intravaskulären Bestrahlung mit Laserlicht kombinieren, zeigen eine 
Reduktion der Restenoserate (34). Auch die ersten Langzeitergebnisse dieser Therapie 
zeigen positive Ergebnisse (35).  
Eine weitere Behandlungsmöglichkeit, die Einzug in die Klinik gehalten hat, ist die 
Applikation von ionisierenden Strahlen (162). Sie kommt in niedriger Dosierung bei 
nichtmalignen fibroproliferativen Störungen wie der heterotopen Knochenbildung nach 
Hüftendoprothetik  zum  Einsatz  (158).  Da  es  sich  bei  den  Mechanismen,  die  zur 
Restenose  führen,  auch  um  eine  fibroproliferative  Reaktion  auf  die  Schädigung  der 
Gefäßwand  handelt,  wurde  der  Einsatz  ionisierender  Strahlen  untersucht  (155).  Die 
Wirkung  ist  auf  die  Bildung  von  freien  Radikalen  zurückzuführen.  Durch  diese 
Radikale werden Nukleinsäuren der Zellen fragmentiert bzw. Mikrotubuli zerstört, die 
für die Mitose der Zellen wichtig sind, und damit gezielt die Zellteilung behindert (144). 14    Einleitung 
Sowohl  in  experimentellen  als  auch  in  klinischen  Studien  konnte  eine  verringerte 
Ausbildung von IH und Restenosen nach ionisierender Strahlung nachgewiesen werden 
(126,  162).  Eine  in-vitro  Studie  konnte  aber  zeigen,  dass  die  Gefäßzellen  nach 
Applikation  ionisierender  Strahlen  lediglich  in  einen  Wachstumsstillstand  versetzt 
werden,  der  aber  grundsätzlich  reversibel  ist  (70).  Auch  hat  eine  klinische  Studie 
gezeigt, dass es bei Patienten nach intrakoronarer Bestrahlung mit Iridium-192 zu einer 
höheren Rate von Thrombosen und damit zu Myokardinfarkten kam, als bei Patienten, 
die  keine  Bestrahlung  erhielten  (93).  Es  ist  darum  fraglich,  ob  sich  der  Einsatz 
ionisierender Strahlen zur Verhinderung von Restenosen etablieren kann. 
Die wichtigsten pharmakologischen Ansätze sind entweder gegen die Zellproliferation 
und  Migration  gerichtet,  oder  sie  verhindern  die  Thrombusformation.  So  lassen 
experimentelle Daten vermuten, dass Angiotensin-Converting-Enzym- (ACE) Hemmer 
antiproliferative, entzündungshemmende und gefäßerweiternde Wirkung haben und im 
Tierexperiment  die  Entstehung  von  IH  verhindern  können  (30).  Klinische  Studien 
zeigten aber keinen positiven Nutzen von ACE-Hemmern in Bezug auf die Ausbildung 
von  Restenosen  (44).  Auch  zytotoxische  Medikamente  wie  Colchicin,  die  die 
Zellteilung  unterdrücken  und  in  experimentellen  Modellen  gute  Ergebnisse  zeigten, 
konnten nicht erfolgreich zur Prävention von Restenosen eingesetzt werden (114). Der 
Einsatz  von  Antikoagulantien  wie  Heparin  (128)  oder  Hirudin,  einem 
Thrombinantagonisten  (67),  konnte  in  Langzeitstudien  keine  Verringerung  der 
Restenoserate  bewirken.  Auch  hier  deuteten  experimentelle  Daten  zunächst  auf  die 
Wirksamkeit der Medikamente hin (21, 136).  
Auf dem Gebiet der Gentherapie werden unterschiedliche Strategien verfolgt, die auf 
die  Zellproliferation  und  Migration,  auf  antithrombotische  Wirkung  und  auf  eine 
akzelerierte  Reendothelialisierung  abzielen  (37).  Dabei  werden  zwei  Hauptansätze 
untersucht:  einerseits  das  Einbringen  von  Genen,  die  später  in  das  Genprodukt 
transkribiert werden (19), und andererseits der Einsatz von Antisense Oligonucleotiden 
zur  Unterdrückung  von  mRNA-Translation  (113).  Experimentelle  Untersuchungen 
zeigen vielversprechende Ergebnisse, der klinische Einsatz wird zurzeit in Phase-I und 
Phase-II Studien untersucht (104, 119). 
 
1.3.2    Photodynamische Therapie 
Eine  vielversprechende  Behandlungsmodalität,  die  das  Auftreten  von  Restenosen 
verhindern kann, ist die photodynamische Therapie.  Einleitung    15 
 
 
PDT nutzt Licht einer im sichtbaren Bereich liegenden Wellenlänge, das von einem 
normalerweise biologisch inerten, lichtempfindlichen Farbstoff, genannt Photosensitizer 
(PS), absorbiert wird. Es entstehen freie Radikale, die mit molekularem Sauerstoff freie 
Sauerstoffradikale bilden. Diese Radikale haben sowohl auf zelluläre Organellen und 
Membranen, als auch auf Proteine und Lipide eine zytotoxische Wirkung (72). 
Das Haupteinsatz- und Forschungsgebiet der PDT lag bislang in der Behandlung von 
neoplastischen Veränderungen (48). In letzter Zeit wächst aber das Interesse, PDT bei 
anderen Erkrankungen, die durch zelluläre Proliferation verursacht werden, einzusetzen. 
So wird der Einsatz von PDT zur Behandlung von Psoriasis (48) und Arthritis (157) 
intensiv erforscht. 
Auch im Kampf gegen IH kommt PDT zur Anwendung. Verschiedene Arbeitsgruppen 
konnten experimentell und im Tierversuch zeigen, dass die Ausbildung von IH durch 
den Einsatz von PDT verhindert werden kann (2, 88). Erste Studien lassen auch auf die 
klinische Durchführbarkeit von PDT zur Prävention von Restenosen nach Angioplastie 
hoffen (78, 133). 
Der Versuch, IH und die Ausbildung von Restenosen mit dem Einsatz von PDT zu 
verhindern, basiert auf der Überlegung, dass durch die lokale Zerstörung der SMC an 
der Stelle der vaskulären Verletzung, die Effektorzellen, die für die Entstehung von IH 
verantwortlich sind, inaktiviert werden.  
1983 zeigte Spears zum ersten Mal, dass ein photosensitives Hematoporphyrinderivat 
selektiv  in  den  Zellen  experimentell  erzeugter  arteriosklerotischer  Veränderungen 
angereichert wurde (145). Weitere Arbeiten bestätigten die gesteigerte Aufnahme des 
PS Porphyrin sowohl in nativen als auch in experimentell erzeugten arteriosklerotischen 
Veränderungen, was auf die hohe mitogene Aktivität von SMC zurückgeführt wurde 
(103,  117).  Die  Arbeitsgruppe  von  Dartsch  konnte  zeigen,  dass  SMC,  die  aus 
arteriosklerotischen Plaques kultiviert wurden, selektiv durch PDT gehemmt wurden. 
Dies wurde als Indiz dafür gewertet, dass PDT für die Behandlung von Restenosen, die 
aufgrund einer vermehrten Proliferation von Zellen der Gefäßwand entstehen, geeignet 
ist (31). 
1992  wurde  die  erste  Arbeit  über  PDT  als  Behandlungsmethode  der  experimentell 
induzierten IH veröffentlicht (123). Mittels eines Ballonkatheters wurde im Tierversuch 
die Arteria carotis communis (ACC) von Ratten verletzt, um so die Entstehung von IH 
zu  induzieren.  Anschließend  wurde  das  verletzte  Gebiet  photodynamisch  behandelt. 
Dabei  wurden  die  akuten  und  subakuten  Effekte  von  PDT  auf  die  Gefäßwand 16    Einleitung 
untersucht.  Die  PDT-Behandlung  resultierte  in  einer  signifikant  verringerten 
Ausbildung von IH nach 14 Tagen. Es waren weder SMC in der Media nachzuweisen, 
noch  zeigten  sich  Entzündungszellen  in  dem  behandelten  Gebiet. 
Elektronenmikroskopische  Untersuchungen  zeigten  bereits  4  Stunden  nach  PDT-
Applikation  eine  massive  PDT-vermittelte  Zytotoxizität.  Es  konnten  jedoch  keine 
histologisch sichtbaren Anzeichen für strukturelle Veränderungen am Kollagen und am 
elastischen  Bindegewebe  festgestellt  werden.  Es  war  außerdem  auffällig,  dass  nur 
wenige  Thrombozyten  an  der  intimalen  Oberfläche  hafteten.  Die  Studie  ließ  darauf 
schließen, dass die PDT-induzierte Vernichtung der SMC eine effektive Möglichkeit ist, 
lokal wichtige Effektorzellen der IH zu eliminieren. Sie kann dabei ohne die Gefahr 
einer Thrombosierung, Entzündung oder Veränderung der strukturellen Integrität der 
Gefäßwand angewendet werden. 
Nachfolgende  Experimente  zeigten,  dass  der  PS  Chloraluminium-sulfoniertes- 
Phthalocyanin (CASPc) in der Neointima bevorzugt angereichert wird (89). Es konnte 
eine um etwa 60% niedrigere Aufnahme von CASPc in gesundem arteriellen Gewebe 
im Vergleich zu verletztem Gewebe nachgewiesen werden. Diese Erkenntnisse deuten 
auf die Möglichkeit hin, die Entstehung von IH aufgrund der verstärkten Akkumulation 
und  Retention  von  CASPc  in  hyperproliferativem  Gewebe  mittels  PDT  selektiv  zu 
verhindern. 
In einer weiteren Studie wurde der Langzeiteffekt von PDT auf die verletzte Gefäßwand 
untersucht (88). Wiederum führte PDT von Ballonkatheter-verletzten ACC der Ratte zu 
einer  vollständigen  lokalen  Entfernung  von  medialen  SMC.  Sequenzielle 
elektronenmikroskopische Untersuchungen der PDT-behandelten Arterien zeigten, dass 
nach 4 Wochen eine vollständige Reendothelialisierung  der Intima stattgefunden hatte. 
Die Repopularisierung der Adventitia fand zwischen der 1. und 16. Woche statt. Im 
Gegensatz dazu war auch nach 16 Wochen keine Wiederbesiedlung der Media durch 
SMC zu beobachten. Darüber hinaus konnte eine effektive Unterdrückung der IH über 
den gesamten Zeitraum beobachtet werden. Im Vergleich zu nicht verletzten Arterien 
zeigten die PDT-behandelten Arterien keinerlei Veränderung des Gefäßdurchmessers. 
Dies  ließ  auf  eine  Erhaltung  der  strukturellen  Integrität  ohne  Aneurysmaausbildung 
schließen. 
In  neuen  Studien  wird  die  endovaskuläre  Applikation  von  PDT  an  Schweine-  und 
Kaninchenarterien, bei der die Bestrahlung mit Hilfe eines Katheters endoluminal direkt Einleitung    17 
 
 
im  Anschluss  an  eine  Ballonangioplastie  erfolgt,  untersucht  (77,  116).  So  sollen 
perkutane Behandlungsformen für den klinischen Einsatz etabliert werden.  
Alle  diese  Studien  belegen,  dass  PDT  an  der  Gefäßwand  zu  einer  vollständigen 
Beseitigung der medialen SMC führt. Dabei kommt es weder zu Thrombosierung des 
Gefäßes, noch kann eine Entzündungsreaktion nachgewiesen werden. Die Depletion der 
medialen SMC nach PDT blieb dabei über Zeiträume bis 6 Monate bestehen und ist 
vergesellschaftet mit der Inhibition von verletzungsinduzierter IH.  
Mit  der  Zerstörung  der  medialen  SMC  als  wichtige  Effektorzellen  der  IH  kann  die 
Wirkung von PDT nur teilweise begründet werden. Einer weiterer wichtiger Effekt von 
PDT  ist  die  Modulation  der  ECM.  In-vitro  Studien  haben  belegt,  dass  das 
Wachstumsverhalten  von  EC  und  SMC  durch  PDT  von  ECM  signifikant  verändert 
werden kann (2). So ist die Mitogenese und Migration von SMC auf PDT-behandelter 
ECM  gegenüber  unbehandelter  ECM  signifikant  verringert.  Demgegenüber  sind 
Mitogenese und Migration von EC auf PDT behandelter ECM signifikant gesteigert. 
Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass biologisch-aktive Proteine wie zelluläres 
bFGF (147), zelluläres TGFß1 (150) sowie zelluläres PDGF (151) nach PDT von SMC 
inaktiviert wurden. Auch matrix-assoziiertes TGFß1 (148) und bFGF (87) wird nach 
PDT der ECM inaktiviert. Diese Faktoren  werden nach Gefäßverletzung freigesetzt und 
aktiviert  und  haben  einen  regulierenden  Einfluss  auf  den  Heilungsprozess.  Ein 
Ungleichgewicht dieser Mediatoren während des Heilungsprozesses wird als einer der 
Hauptverursacher der IH angesehen (98, 167). 
Die vorgelegten Untersuchungen konzentrieren sich auf bFGF, da es ein etablierter, 
biologisch wichtiger Wachstumsfaktor ist, welcher eine große Rolle bei der Entstehung 
von IH und bei dem Auftreten von Restenosen spielt (115). 
Innerhalb der ersten drei Tage nach Gefäßwandverletzung wird die Entstehung von IH 
maßgeblich durch das Mitogen bFGF gesteuert (32). bFGF ist sowohl ein Mitogen als 
auch ein chemotaktischer Mediator der SMC und wird unter anderem von SMC und EC 
synthetisiert. Er wirkt stimulierend auf die Proliferation und Migration von SMC und 
EC. bFGF wird durch die Verletzung bzw. den Untergang von Zellen in die Umgebung 
abgegeben, wobei ein wesentlicher Teil von der ECM gebunden wird (131). Darüber 
hinaus ist für bFGF eine ATP-abhängiger Exozytosemechanismus beschrieben (49). Es 
konnte gezeigt werden, dass Matrix-assoziiertes bFGF durch PDT inaktiviert wird (87). 
Damit  können  die  veränderten  Wachstumseigenschaften  der  SMC  nach  PDT  erklärt 
werden.  Wie sich aber die durch PDT-induzierten Veränderungen der ECM auf die 18    Einleitung 
Zellfunktionen  und  intrazellulären  Mechanismen  (z.B.  Proteinexpression)  auswirkt, 
konnte bisher nicht geklärt werden. 
 
1.4   Zielsetzung der vorliegenden Studie 
Die Hypothese, die zu der vorliegenden Arbeit geführt hat ist, dass eine Hemmung des 
positiven Feedbackmechanismus bei der autokrinen Stimulation der SMC eine Rolle bei 
der  PDT-induzierten  Hemmung  der  Proliferation  von  SMC  spielt  und  damit  zur 
Induktion eines positiven Remodelings führen könnte. 
Hierzu sollte untersucht werden ob es nach PDT von ECM zu Proliferationsänderungen 
kommt und wie die Synthese von bFGF durch SMC verändert wird, um so mögliche 
Rückschlüsse für die Entstehung eines positiven Remodelings nach in-vivo PDT ziehen 
zu können. Daraus lassen sich folgende Fragestellungen formulieren: 
 
1.  Wie  beeinflusst  Photodynamische  Therapie  von  extrazellulärer  Matrix  die 
Proliferation von normalen, unbehandelten glatten Muskelzellen in-vitro? Lassen sich 
hieraus Rückschlüsse für die Repopulation der Gefäßwand in-vivo ziehen? 
 
2.  Wie  beeinflusst  Photodynamische  Therapie  von  extrazellulärer  Matrix  die 
intrazelluläre bFGF Konzentration in normalen, unbehandelten glatten Muskelzellen in-
vitro?  
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2    Material und Methoden 
 
2.1   Zellkultur 
2.1.1    Primärkulturgewinnung 
Zur Gewinnung von EC und SMC wurden Aortae thoracicae von frisch geschlachteten 
Rinderkälbern benutzt. 
Hierbei wurden die Aorten herznah aus dem Eingeweidepaket entnommen und bis zur 
Weiterverarbeitung  in  sterile,  phosphat-gepufferte  Salzlösung  (PBS  ohne  Ca
2+  und 
Mg
2+,  8g/l  NaCl,  0,2g/l  KCl,  1,44g/l  Na2HPO4,  0,24g/l  KH2HPO4,  pH  7,4, 
gebrauchsfertige Lösung, Biochrom, Berlin) verbracht. 
Die  Aortenstücke  wurden  gründlich  mit  PBS  gespült,  und  danach  unter  sterilen 
Bedingungen die anhaftende Adventitia entfernt. Die Aorten wurden in Längsrichtung 
entlang der Gefäßabgänge aufgeschnitten, und nach Spülen der Lumenseite mit PBS in 
sterile  Kunststoffrahmen  eingespannt.  Nach  dreimaligem  Waschen  der  luminalen 
Fläche mit PBS wurden 10ml 37°C warme 0,1% Kollagenaselösung (Typ I, 290IE/mg, 
in Hanks´ balanced salt solution, Sigma, Deisenhofen) in die Rahmen gefüllt und für 12 
Minuten bei 37°C inkubiert. 
Die EC wurden durch sanftes Schaben mit kleinen chirurgischen Haken weiter gelöst. 
Anschließend  wurde  die  Kollagenaselösung  in  50ml  Zentrifugenröhrchen  (Corning, 
Bodenheim) pipettiert, und 5 Minuten bei 268g und 4°C in einer J6-MC Zentrifuge 
(Beckmann,  München)  zentrifugiert.  Danach  wurden  die  Zellen  dreimal  gewaschen. 
Hierzu wurde der Überstand abgesaugt, das Zellpellet mit kaltem Dulbeccos´s Modified 
Eagle´s Medium (DMEM, low glucose, Gibco, Gaithersburg, MD, USA) resuspendiert 
und wieder für 5 Minuten bei 268g und 4°C zentrifugiert. Nach dem letzten Waschen 
wurde das Zellpellet mit 10ml DMEM, supplementiert mit 20% fötalem Kälberserum 
(FCS,  Biochrom,  Berlin),  200IE/ml  Penicillin  (Biochrom,  Berlin),  200µg/ml 
Streptomycin (Biochrom, Berlin), 200µg/ml Gentamycin (Biochrom, Berlin), 500IE/ml 
Heparin (Biochrom, Berlin) und 0,6mol/l L-Glutamin (Biochrom, Berlin) resuspendiert 
und in eine 100mm Zellkulturschale (Corning, Bodenheim) verbracht. Nach 24 Stunden 
Inkubation erfolgte ein Mediumwechsel. 20    Material und Methoden 
Zur Entfernung der verbliebenen EC wurde die Lumenseite der Aortenstücke mit PBS 
gewaschen  und  mit  einem  Skalpell  (Feather,  Köln)  bis  auf  die  Tunica  Media  frei 
geschabt. 
In Anlehnung an die Explantmethode von Grunwald (66) wurden 20 etwa 3mm große 
Stücke  aus  der  Media  flach  herausgeschnitten  und  in  eine  100mm  Zellkulturschale 
verbracht.  Die  Schale  wurde  mit  etwa  3ml  DMEM,  supplementiert  mit  20%  FCS, 
200IE/ml Penicillin, 200µg/ml Streptomycin, 200µg/ml Gentamycin und 0,6mol/l L-
Glutamin beschickt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Mediastücke am Boden der 
Schale haften blieben und nicht im Kulturmedium schwammen. Nach dem Auswachsen 
der SMC wurden die Mediastücke mit sterilen Pinzetten entfernt. 
Bis  zur  ersten  Subkultivierung  wurden  die  Primärkulturen  mit  dem  oben  genannten 
Medium  versorgt  und  bei  37°C  und  5%  CO2  im  Brutschrank  (Heraeus,  Düsseldorf) 
kultiviert. Ein Mediumwechsel erfolgte alle 3-4 Tage. 
 
2.1.2    Zellkultivierung 
Alle Arbeiten an der Zellkultur wurden unter sterilen Bedingungen an der Sterilbank 
LaminAir (ELB 2448, Heraeus, Düsseldorf) durchgeführt. 
Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO2 in Zellkulturflaschen der Größe T75 – T225 
(Corning, Bodenheim) mit DMEM, supplementiert mit 10% FCS, 100IE/ml Penicillin,  
100µg/ml Streptomycin und 0,6mol/l L-Glutamin im Brutschrank kultiviert. Bei EC der 
Passage 1 wurde zusätzlich 500IE/ml Heparin zur Unterdrückung eventuell enthaltener 
SMC zugesetzt. Ein Wechsel des jeweiligen Mediums erfolgte alle 3-4 Tage. 
Nach Erreichen des Stadiums der Konfluenz wurden die Kulturen nach Trypsinisierung  
subkultiviert.  Dafür  wurde  der  Boden  der  Zellkulturflasche  nach  Entfernung  des 
Mediums mit 10ml 37°C warmen PBS gespült. Anschließend wurden etwa 3ml 37°C 
warme  Trypsin/EDTA-Lösung  (0,05/0,02%  in  PBS,  Biochrom,  Berlin)  in  die 
Zellkulturflaschen gegeben. Nachdem sich die Zellen nach ca. 10 Minuten Inkubation 
im Brutschrank vom Flaschenboden gelöst hatten, wurden 10ml auf 37°C angewärmtes 
Kulturmedium zur Inhibierung der Trypsin/EDTA-Lösung in die Flasche gegeben, und 
die Zellen darin resuspendiert. Die Zellsuspension wurde im Verhältnis 1:6 auf neue 
Kulturflaschen  verteilt.  Zur  Versuchsdurchführung  wurden  Zellen  aus  der  2.  bis  5. 
Passage benutzt. 
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2.1.3    Zellcharakterisierung von EC 
Zur  Charakterisierung  der  EC  wurde  ein    acetyliertes  Low  Density  Lipoprotein, 
markiert  mit  1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3-Tetramethyl-Indocarbocyanin  Perchlorat  (Di-I-
Ac-LDL, Paesel & Lorie, Hanau) verwendet.   
Di-I-Ac-LDL ist spezifisch für vaskuläre EC und Makrophagen, wobei es speziell für 
bovine, aortale EC getestet ist (161). Dabei verstoffwechseln die Zellen das Lipoprotein 
und  reichern  den  Fluoreszenzfarbstoff  (Di-I)  in  der  Intrazellularmembran  an. 
Makrophagen  und  EC  können  durch  ihre  unterschiedlich  starke  Markierung 
unterschieden werden. 
Jede Zellcharge wurde beim Anlegen der Passage 1 getestet. Dazu wurden die EC in 
3mm Zellkulturschalen (Corning, Bodenheim) subkultiviert und bis zur 2/3 Konfluenz 
in  Kultur  gehalten.  Das  Zellkulturmedium  wurde  entfernt  und  durch  2ml  Medium, 
versetzt mit 10µg/ml Di-I-Ac-LDL, ausgetauscht. Als Negativkontrolle wurde Medium 
ohne Di-I-Ac-LDL benutzt. Nach vierstündiger Inkubation im Brutschrank wurde das 
Medium entfernt und die Wachstumsfläche dreimal 5 Minuten mit jeweils 2ml PBS 
gespült. 
Es folgte die Betrachtung der Zellen mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 25,  
Zeiss,  Jena).  Dabei  wurden  die  fluoreszierenden  Farbstoffmoleküle  mit  Licht  einer 
Quecksilberdampflampe  (DOB  50,  Zeiss,  Jena)  mit  einem  Spektrum  von    450nm  - 
490nm Wellenlänge angeregt. Sie leuchteten in der für sie charakteristischen grünen 
Farbe (Abbildung 3.2, 3.3). 
Um eine Kontamination mit SMC auszuschließen, wurde jede verwendete EC-Charge 
auch auf SMC untersucht (siehe 2.1.4). 
 
2.1.4    Zellcharakterisierung von SMC 
SMC  wurden  durch  einen  monoklonalen  a-Actin-Antikörper,  konjugiert  mit 
Fluoreszein Isothiocyanat Isomer I (FITC, Sigma, Deisenhofen) charakterisiert. 
Der Antikörper, der für das bovine System getestet ist, erkennt spezifisch die a-Isoform 
des  Aktins  glatter  Muskelzellen  und  besitzt  keine  Kreuzreaktivität  mit  b-  und  g-
zytoplasmatischen  (Fibroblasten  und  Epithelzellen),  a-sarkomerischen  (quergestreifte 
Muskelzellen), a-myocardialen (Myocardzellen) Isoformen des Aktins (143). 
Zur  Charakterisierung  wurden  SMC  beim  Anlegen  der  Passage  1  in  30mm 
Zellkulturschalen subkultiviert und bis zur 2/3 Konfluenz in Kultur gehalten. 22    Material und Methoden 
Nach Entfernung des Zellkulturmediums wurde der Boden der Zellkulturschale dreimal 
15  Minuten  mit  jeweils  2ml  PBS  gespült.  Zur  Fixierung  der  Zellen  wurde  250µl 
Formalin (4% in PBS, Sigma, Deisenhofen) aufgegeben und für 5 Minuten inkubiert. 
Nach dreimaligem  Waschen mit 2ml PBS für jeweils 5 Minuten folgte eine 5 Minuten 
Inkubation mit 250µl Triton X 100 (0,1% in PBS, Sigma, Deisenhofen) zum Aufschluss 
der Zellmembran. Nach weiteren 3 Waschschritten mit 2ml PBS für jeweils 5 Minuten 
wurden  die  Zellen  mit  250µl  a-Actin-Antikörper  (1:250  in  PBS,  10%  FCS)  für  30 
Minuten  bedeckt.  Während  der  Inkubationszeit  wurden  die  Schalen  vor 
Umgebungslicht  geschützt.  Als  Negativkontrolle  wurde  PBS  mit  10% FCS  ohne  a-
Actin-Antikörper verwendet. Nach dreimaligem Waschen mit 2ml PBS für 5 Minuten 
folgte eine Kerngegenfärbung mit 250µl Ethidium Bromid (40µg/ml in PBS, Sigma, 
Deisenhofen) für 30 Sekunden. Anschließend wurde die Schale dreimal mit reichlich 
PBS gespült. 
Es folgte die Betrachtung der Zellen im Fluoreszenzmikroskop (siehe 2.1.3, Abbildung 
3.5, 3.6).  
Um eine Kontamination mit EC auszuschließen, wurde jede verwendete SMC-Charge 
auf EC untersucht (siehe 2.1.3). 
 
2.1.5  Zellzahlbestimmung 
Vor  der  Bestimmung  der  Zellzahl  musste  eine  Einzelzellsuspension  der  Zellen 
hergestellt  werden.  Dafür  wurden  die  Zellen  durch  Trypsinisierung  gelöst  und  in 
Kulturmedium resuspendiert (siehe 2.1.2). Die Suspension wurde daraufhin in ein 50ml 
Zentrifugenröhrchen überführt und für 5 Minuten bei 268g und 4°C zentrifugiert. Der 
Überstand  wurde  abgesaugt  und  das  Pellet  in  50ml  kaltem  PBS  aufgenommen. 
Anschließend wurden die Zellen erneut für 5 Minuten bei 268g und 4°C zentrifugiert, 
der Überstand entfernt und das Pellet, entsprechend der erwartenden Zellzahl in 5 bis 
10ml Kulturmedium gründlich resuspendiert.   
Die  Zellzahlbestimmung  erfolgte  mit  dem  Durchflußzytometer  Partec  Cell  Counter 
Analyser (CCA, Partec, Münster).  
Für  die  Bestimmung  wird  die  DNA  der  Zellen  mit  dem  fluoreszierenden  Farbstoff 
DAPI (Partec, Münster) gefärbt. DAPI dringt in die Zellen ein und lagert sich an die 
DNA an. Die eingelagerte Farbstoffmenge ist dabei proportional dem DNA-Gehalt der 
jeweiligen Zelle. Die Zellen werden im CCA einzeln mit Licht der Wellenlänge 435nm 
beleuchtet, um die fluoreszierenden Farbstoffmoleküle anzuregen. Bei der Zellzählung Material und Methoden    23 
 
 
wird  in  einem  exakten  Probenvolumen  jede  Zelle,  die  das  charakteristische 
Fluoreszenzlicht  aussendet  gezählt  und  anhand  der  Lichtintensität  der  DNA-Gehalt 
jeder Zelle bestimmt.  
200µl der Zellsuspension wurden in einem 5ml Probenröhrchen (Eppendorf, Hamburg) 
mit 600µl DAPI (Verhältnis 1:4) sorgfältig gemischt. Anschließend wurde die Probe im 
CCA gemessen.  
Die vom CCA angegebene Zellzahl/ml musste anschließend um den Verdünnungsfaktor 
4 des DAPI berichtigt werden. Bei der Probenaufarbeitung gelang es meist nicht, eine 
aggregatfreie  Suspension  herzustellen.  Mikroskopische  Kontrollen  ergaben,  dass  die 
Zellsuspension nach der Probenaufarbeitung noch vereinzelte Konglomerate, bestehend 
aus zwei oder mehr Zellen enthielt. Zellen, für die der CCA doppelten oder dreifachen 
DNA-Gehalt anzeigte, wurden daraufhin als zwei bzw. drei Zellen interpretiert und das 
Zählergebnis dahingehend korrigiert. Für jede Zellsuspension wurde die Zellzahl im 
Triplikat bestimmt und anschließend der Mittelwert der Zählungen gebildet. 
 
2.2   Präparation der Extrazellulärmatrix  
Für  die  Herstellung  von  ECM  wurde  eine  EC-Zellsuspension  mit  einer  Dichte  von 
3,3x10
5 Zellen/ml Kulturmedium (10% FCS) hergestellt (siehe 2.1.5). Mit 1,5ml (5x10
5 
Zellen pro Well) dieser Suspension wurden in 6-Well-Platten (Corning, Bodenheim) 
neue Kulturen angelegt. Nach Erreichen der Konfluenz wurden diese Kulturen für 5 
Tage weitergeführt, ein Mediumwechsel mit 1,5ml Kulturmedium/Well erfolgte alle 48 
Stunden.  
Die  Isolierung  der  ECM  erfolgte  nach  etablierter  Methode  (2)  unter  sterilen 
Bedingungen. 
Das  Kulturmedium  wurde  abgesaugt  und  die  Zellen  für  5-10  Minuten  mit  0,5% 
TritonX-100 und 20mmol/L NH4OH (in Aqua dest., sterilfiltriert, Sigma, Deisenhofen) 
inkubiert. Durch leichtes Schwenken der Platte wurde das Zellmonolayer vom Boden 
der  Platten  gelöst  und  konnte  mit  Pasteurpipetten  abgesaugt  werden.  Dieser  Schritt 
wurde  mikroskopisch  verfolgt.  Anschließend  wurde  die  am  Boden  der  Wells 
verbliebene ECM dreimal mit 2ml PBS gespült. Die ECM wurde dann mit 1,5ml PBS 
bedeckt, und die Platten bei 4°C gelagert. Die Weiterverwendung der ECM erfolgte 
innerhalb von 48 Stunden. 24    Material und Methoden 
2.3   Photodynamische Therapie 
2.3.1    Grundlagen 
 
Photodynamische Therapie nutzt Licht, das von einem weitgehend biologisch inerten, 
lichtempfindlichen Farbstoff (PS), absorbiert wird. Nimmt der PS Licht der geeigneten 
Wellenlänge auf, wird er von seinem elektrochemisch stabilen Grundzustand in einen 
aktiven  Zustand  umgewandelt.  Dabei  geht  der  PS  zum  größten  Teil  über  einen 
kurzlebigen  einfach  angeregten  Zustand  (excited  singlet  state)  in  einen  dreifach 
elektrisch  angeregten  Zustand  über  (triplet-state)  (72).  Auf  diesen  Triplet-Zustand 
können nun zwei verschiedene Reaktionen folgen (Abbildung 2.1) (72): 
Typ  I-Reaktion:  Der  aktivierte  PS  reagiert  direkt  mit  anderen  Molekülen  wie 
Aminosäuren, Tryptophan, Cystein oder Radikalenfänger wie Betakarotin oder NaN3 






















Abbildung 2.1  Schema der photochemischen Reaktionen Typ I und Typ II, welche für die Zytotoxizität 
verantwortlich gemacht werden. 
PS Photosensitizer, O2 molekularer Sauerstoff, ·O2 Sauerstoffradikal Material und Methoden    25 
 
 
Typ II-Reaktion: Der aktivierte PS reagiert mit molekularem Sauerstoff (O2), wobei 
hochreaktive Sauerstoffradikale (·O2) entstehen (51).  
Die  Typ  I-  und  Typ  II-Reaktion  können  dabei  gleichzeitig  nebeneinander  ablaufen, 
wobei angenommen wird, dass die Wirkung zum größeren Teil durch die entstandenen 
Sauerstoffradikale  vermittelt  wird  (125).  Die  bei  dem  photochemischen  Prozess 
entstandenen Radikale wirken durch Schädigung von Zell- und Organellmembranen in 
hohem Maße toxisch auf Zellen (111) oder bewirken Veränderung an der ECM (2). 
Dabei  kommt  es  zu  einer  photochemisch  induzierten  Peroxidation  des 
membranständigen  Cholesterols  und  anderer  ungesättigter  Phospholipide. 
Veränderungen in der Membranpermeabilität und Crosslinks von Aminopeptiden und 
Polypeptiden  sind  die  Folge  (59).  Darüber  hinaus  kommt  es  zur  Inaktivierung  von 
membranassoziierten Enzymsystemen und Rezeptoren (59). 
Freie Radikale werden nur dort produziert, wo Bestrahlung stattfindet. Hinzu kommt, 
dass  die  freien  Radikale  eine  extrem  kurze  Halbwertszeit  (ns  bis  ms)  (72)  und 
Diffusionsdistanz aufweisen (111). So treten die durch sie vermittelten Effekte nahe 
ihres Entstehungsortes auf. Dies lässt einen lokalisierten und selektiven Einsatz von 
PDT zu.  
Essentiell  für  einen  erfolgreichen  Einsatz  von  PDT  ist  die  Wahl  der 
Bestrahlungsenergie, da es ab einer gewissen Schwelle zu Gewebsnekrosen kommt (46, 
125). Sobald diese PDT-Dosis erreicht ist, ist der Verlust der Zellintegrität die Folge. 
Mit geringeren PDT-Dosen, ist für viele Zellarten auch ein Zelltod durch Apoptose 
beschrieben (90).  
 
2.3.2  Photodynamische Therapie der Extrazellulärmatrix 
Die PDT der ECM erfolgte in Anlehnung an die von Adili und Mitarbeitern etablierte 
Methode (2).  
Als  Photosensitizer  wurde  Chloraluminium  sulfoniertes  Phthalocyanin  (CASPc, 
Novartis,  Basel,  Schweiz)  verwendet  (siehe  Abbildung  2.2).  CASPc  gehört  zu  der 
synthetisch  hergestellten  Gruppe  der  Porphyrine,  deren  Struktur  genau  definiert  ist  
(146).  Das  Grundgerüst  bildet  ein  Ringsystem  aus  vier  Pyrrolringen,  welches  mit 
Aluminium  Chelate  bildet  (12).  Die  Sulfonierung  wurde  durch  Bedampfung  des 
Aluminium- Phthalocyanins mit Schwefelsäure erreicht (12). CASPc ist ein Gemisch 
aus mono-, di-, tri- und tetra-sulfonierten Formen,  26    Material und Methoden 
die  im  Mittel  über  drei  Schwefelsäuregruppen  pro  Molekül  verfügen  (12).  Diese 
chemisch stabile, einfach herzustellende monomere Form ist direkt in Wasser löslich 
(12).  CASPc  hat  im  Vergleich  zu  Photofrin  II  (PF)  eine  bessere  Lichtabsorption 
(molarer  Extinktioskoeffizient  [e]  =  8.2  x  10
4  M
-1  cm
-1)  ,  wird  mit  Licht  der 
Wellenlänge  von  675nm  angeregt  (82)  und  hat  als  angeregter  Triplet-Zustand  eine 
Halbwertzeit von etwa 510µs (12). CASPc bindet spezifisch an Albumin und andere 
Proteine (135) und wird in Tumoren bis zu fünfmal stärker gespeichert als PF (132). 
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass CASPc in IH-Gewebe bevorzugt angereichert 
wird (89). 
Alle  Arbeiten  mit  dem  PS  wurden  unter  Lichtabschluss  durchgeführt  und  die 
Zellkulturplatten nur unter sterilen Bedingungen geöffnet. 
Vor  dem  Beginn  der  Untersuchungen  wurde  eine  Stammlösung  des  PS  hergestellt 
(1mg/ml in PBS), sterilfiltriert und in Aliquots von je 1ml bei -70°C lichtgeschützt 
gelagert.  Alle  Versuche  wurden  mit  der  gleichen  Stammlösung  durchgeführt. 
Unmittelbar vor der Behandlung wurde die Stammlösung mit sterilem PBS verdünnt 
(5µg/ml), und jedes zu bestrahlende Well mit 1,0ml der Arbeitslösung bedeckt. Um die 
Auswirkungen  isolierter  Laserbestrahlung  zu  untersuchen,  wurden  ECM  mit  1,0ml 
PBS,  das  kein  CASPc  enthielt,  bedeckt  und  anschließend  bestrahlt  (LO).  Um  die 
alleinige Wirkung des PS zu untersuchen, wurden ECM mit 1,0ml CASPc bedeckt, und 
für 1h bei Dunkelheit inkubiert, ohne dass eine Bestrahlung folgte (DT). 
Die Bestrahlung wurde mit einem Diodenlaser PDT 675/5 (Applied Optronics Corp., 
South  Plainfield,  New  Jersey,  USA)  durchgeführt.  Dieser  Laser  erzeugte  Licht  der 
Wellenlänge 675nm. Am Ende des Glasfiber-Lichtleiters (Æ 400µm, AOC DBLF/40, 
Applied  Optronics  Corp.,  South  Plainfield,  New  Jersey,  USA)  befand  sich  eine 
Abbildung 2.2 Strukturformel Chloraluminim 
sulfoniertes Phthalocyanin (tri-sulfonierte Form 
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Streulinse, die so ausgerichtet war, dass genau die Grundfläche (9,62cm
2) eines Wells 
der  6-Well-Zellkulturplatte  (Æ3,5cm)  homogen  bestrahlt  werden  konnte  (Abbildung 
2.3).  Die  Bestrahlungsenergie  war  mit  100J/cm²  so  gewählt,  dass  die  in  vivo 
therapeutisch wirksame Dosis erreicht wurde (123). Außerdem war bei dieser Dosis 
nicht  mit  thermischen  Effekten  zu  rechnen  (11).  Die  Ausgangsleistung  des  Lasers 
wurde dafür mit Hilfe eines Powermeters (Power-Meter-Lasermate, Coherent, Dieburg) 
auf  962mW  eingestellt,  woraus  eine  Dosisleistung  von  100mW/cm
2  resultierte.  Die 
Bestrahlungszeit  jedes  Wells  betrug  1000  Sekunden,  so  dass  die  Gesamtenergie  der 
Behandlung bei 100J/cm
2  lag (Bestrahlungsenergie [J/cm
2] = (Leistung [W] x Zeit [s]) / 
Fläche [cm
2]). 
Die  Zellkulturplatten  wurden  vor  und  nach  der  Bestrahlung  in  Aluminium-Folie 
verpackt, um sie vor Umgebungslicht zu schützen. Nach der Behandlung wurde die 










Abbildung 2.3 Versuchsaufbau der Photodynamischen Therapie der Extrazellulärmatrix 28    Material und Methoden 
2.4   Proliferationsassay mit 5% FCS im Kulturmedium 
Aus  nahezu  konfluenten  Kulturen  von  SMC  wurde  eine  Zellsuspension  mit  einer 
Konzentration von 1,3x10
5 Zellen/ml Kulturmedium (5%FCS) hergestellt (siehe 2.1.5). 
Jeweils  1,5ml  (2x10
5  Zellen  pro  Well)  dieser  Suspension  wurden  in  6-Well-Platten 
gegeben, die unbehandelte ECM enthielt. Zusätzlich wurden Kulturen in ECM freie, 
unbehandelte  6-Well-Platten  (PL)  sowie  in  Platten  die  PDT-behandelte  ECM,  LO-
behandelte ECM und DT-behandelte ECM enthielten (siehe 2.3.2), angelegt. Die Zellen 
wurden für 24, 48 bzw. 72 Stunden in Kultur gehalten. 
Zum  jeweiligen  Zeitpunkt  wurde  das  Zellkulturmedium  verworfen,  jedes  Well  mit 
1,5ml  37°C  warmen  PBS  gespült  und  danach  250µl  37°C  warme  Trypsin/EDTA-
Lösung aufgegeben. Nach 10 Minuten Inkubation im Brutschrank wurde 1,5ml/Well 
DMEM  (supplementiert  mit  5%  FCS)  hinzugegeben  und  die  Zellen  darin  sorgfältig 
resuspendiert. Die Suspension wurde in 5ml Probenröhrchen überführt, für 5 Minuten 
bei  268g  und  4°C  zentrifugiert  und  der  Überstand  verworfen.  Das  Zellpellet  wurde 
anschließend  in  3ml  PBS  resuspendiert,  erneut  zentrifugiert  und  der  Überstand 
dekantiert. Um eine Doppelzählung durchführen zu können, wurde das Pellet nun in 
400µl PBS und 1200µl DAPI sorgfältig resuspendiert, die Zellsuspension auf zwei 5ml 
Probenröhrchen aufgeteilt und die Proben im CCA analysiert. 
Die angezeigte Zellzahl/ml wurde wie oben beschrieben, korrigiert (siehe 2.1.5), und 
der Mittelwert der beiden Zählungen gebildet. Unter Berücksichtigung des eingesetzten 
Probenvolumens wurde das Zählergebnis in Zellen/Well umgerechnet.   
Um  die  einzelnen  Untergruppen  (PDT,  KO,  PL,  DT,  LO)  verschiedener  Versuche 
miteinander vergleichen zu können, wurden die Zellzahlen der einzelnen Gruppen in 
Bezug zur Zellzahl der KO-Gruppe gesetzt. Angegeben sind die Mittelwerte in Prozent 
(%) und die Standardabweichung (SD) . 
 
2.5   Gewinnung des Untersuchungsmaterials mit 0,5% FCS im Kulturmedium 
24 Stunden vor Versuchsbeginn wurde bei nahezu konfluenten Kulturen von SMC der 
FCS-Gehalt  des  Kulturmediums  auf  0,5%  gesetzt.  Aus  diesen  Kulturen  wurde  eine 
Zellsuspension  von  1,3x10
5Zellen/ml  Kulturmedium  (0,5%FCS)  hergestellt  (siehe 
2.1.5).  Jeweils  1,5ml  (2x10
5  Zellen  pro  Well)  dieser  Suspension  wurden  in  6-Well-
Platten gegeben, die unbehandelte ECM enthielt. Zusätzlich wurden Kulturen in ECM 
freie, unbehandelte 6-Well-Platten (PL) sowie in Platten die PDT-behandelte ECM, LO-Material und Methoden    29 
 
 
behandelte ECM und DT-behandelte ECM enthielten (siehe 2.3.2), angelegt. Die Zellen 
wurden für 24, 48 bzw. 72 Stunden in Kultur gehalten. 
Zum  jeweiligen  Zeitpunkt  wurden  die  Zellen  mit  250µl  Trypsin/EDTA-Lösung 
abgelöst, in 2,0ml Reagiergefäße (Eppendorf, Hamburg) gegeben und anschließend für 
5  Minuten  bei  268g  und  4°C  zentrifugiert.  Der  Überstand  wurde  abgesaugt,  das 
Zellpellet in 1,5ml kaltem PBS resuspendiert und wiederum für 5 Minuten bei 268g und 
4°C zentrifugiert. 
Die Zellysierung erfolgte in Anlehnung an die von Kossodo und Mitarbeitern etablierte 
Methode (33). 
Nach Absaugen des Überstands wurden die Zellen in 150µl kaltem Probenpuffer (20x 
SSC (175g/l NaCl; 88,25g/l C6H5Na3O7, Sigma, Deisenhofen) verdünnt 1:10 mit 0,4M 
Tris-HCl  (48,44g/l,  pH  7,4  eingestellt  mit  1M  HCl,  Sigma  Deisenhofen)) 
aufgenommen. 
Die  Proben  wurden  gründlich  mit  einem  Schüttler  (Vibrofix  VF1  Electronic, 
Janke&Kunkel, Staufen) gemischt. Für den mechanischen Aufschluss der Zellmembran 
wurden die Proben danach für ca. 20 Sekunden in flüssigen Stickstoff gehalten. Nach 
dem Auftauen der Proben auf Eis wurde dieser Vorgang zweimal wiederholt. 
Zur Entfernung der Zelltrümmer wurden die Proben anschließend für 10 Minuten bei 
14000g  und  4°C  in  einer  Biofuge  15R  (Heraeus,  Düsseldorf)  zentrifugiert,  der 
Überstand in 0,5ml Reagiergefäße (Eppendorf, Hamburg) gegeben und auf Eis gelagert. 
Es folgte die Bestimmung des Gesamtproteingehalts der Proben (siehe 2.6). 
Zur  Hitzeinaktivierung  der  Proteasen  wurden  die  Proben  in  einem  Thermoblock 
(Eppendorf,  Hamburg)  für  5  Minuten  auf  65°C  erhitzt  und  danach  erneut  für  10 
Minuten  bei  14000g  und  4°C  zentrifugiert.  Der  Überstand  wurde  in  neue  0,5ml 
Reagiergefäße  gegeben.  Erfolgte  die  Weiterverarbeitung  der  Proben  nicht  direkt, 
wurden sie bei -70°C gelagert. 
 
2.6   Bestimmung des Gesamtproteingehalts 
Der Gesamtproteingehalt der Proben wurde mit dem Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, 
München) bestimmt.  
In diesem Test, der auf der Methode von Bradford basiert (13), dient eine saure Lösung 
von  Coomassie  Brilliant  Blue  G-250  als  Substrat.  Das  Absorbtionsmaximum  dieses 
Substrats  verschiebt  sich  nach  Bindung  an  Protein  von  465nm  nach  595nm.  Der 30    Material und Methoden 
Gesamtproteingehalt  der  Probe  ist  dabei  direkt  proportional  zu  der  gemessenen 
Extinktion bei 595nm.     
Um  den  Geamtproteingehalt  der  Proben  quantitativ  zu  erfassen,  wurden  bei  jedem 
Proteinassay Standardproben mit definiertem Proteingehalt mitbestimmt. Als Standard 
diente  eine  Verdünnungsreihe  des  Protein  Standard  II  (bovines  Albumin  (BSA), 
lyophilisiert,  1,4mg/ml,  Bio-Rad,  München)  in  Probenpuffer  mit  einem  BSA-Gehalt 
von 300µg/ml bis 20 µg/ml. Als Leerwert wurde Probenpuffer eingesetzt. 
15µl Standard, Probe und Leerwert wurden in jedes Well einer 96-Well-Mikrotiterplatte 
(Corning,  Bodenheim)  gegeben  und  mit  200µl  Assay-Substrat  gemischt.  Nach  5 
Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Absorbtion bei 595nm in einem 
Microtiter-Plate-Reader (Bio-Rad, München) bestimmt. 
Alle Messungen wurden in Triplikat durchgeführt. Aus den gemessenen Werten wurde 
der Mittelwert berechnet, und von den Extinktionen der Leerwert subtrahiert. Aus den 
mitbestimmten  Standardproben  wurde  eine  Standardkurve  angelegt.  Anhand  dieser 
Kurve wurde der Proteingehalt der einzelnen Proben berechnet und in µg/ml angegeben. 
Ähnlich wie im Proliferationsassay (siehe 2.4) wurde der Proteingehalt der einzelnen 
Untergruppen in Bezug zum Proteingehalt der KO-Gruppe gesetzt. Angegeben sind die 
Mittelwerte in Prozent (%) und die Standardabweichung (SD) . 
  
2.7   Bestimmung des intrazellulären bFGF-Gehalts 
Der  bFGF-Gehalt  der  Proben  wurde  mit  dem  Quantikine  Human  FGFbasic 
Immunoassay DFB50 (R&D Systems, Wiesbaden) bestimmt. Alle in diesem Abschnitt 
erwähnten Reagenzien sind Bestandteil dieses kommerziell erwerblichen Kits. 
Der  Enzyme-Linked  ImmunoSorbent  Assay  (ELISA)  basiert  auf  der  Spezifität  und 
Affinität  eines  Antikörpers  zu  seinem  Antigen.  Der  hier  verwendete  ELISA  ist  in 
Sandwich-Form  aufgebaut  und  besteht  aus  zwei  monoklonalen  Antikörpern  gegen 
humanes,  rekombinantes  bFGF.  Dem  Capture-Antikörper  (Mouse  IGG  2b,  Clone 
10060,11), mit dem eine 96-Well-Mikrotiterplatte beschichtet ist und dem Detektion-
Anikörper  (Mouse  IGG  2a,  Clone  10043,111),  der  mit  dem  Enzym  Meerrettich-
Peroxidase konjugiert ist.  
Wird  das  Antigen  in  das  Well  gegeben,  so  wird  es  vom  immobilisierten  Capture-
Antikörper  gebunden.  Nachdem  alle  ungebundenen  Substanzen  ausgewaschen  sind, 
bindet der danach zugegebene Detektion-Antikörper  an das Antigen und bildet einen Material und Methoden    31 
 
 
Antigen-Antikörper-Komplex.  Nachdem  wiederum  alle  ungebundenen  Antikörper-
Enzym-Komplexe  entfernt  sind,  reagiert  die  Meerrettich-Peroxidase  mit  einem 
zugegebenen  Substrat  mit  einer  Farbentwicklung,  die  direkt  proportional  zu  der 
Antigenkonzentration in der Probe ist  (Abbildung 2.4).  
Der ELISA hat eine 100% Kreuzreaktion mit bovinem bFGF. Er zeigt dagegen nahezu 
keine Kreuzreaktivität zu andere bFGF-Formen (0,15% zu bovinem aFGF, 0,02% zu 
rhFGF-4 , Angaben des Herstellers).   
Um den bFGF-Gehalt der Proben quantitativ zu erfassen, wurden bei jedem ELISA 
Standardproben  mit  definiertem  bFGF-Gehalt  mitbestimmt.  Als  Standard  diente 
rekombinantes, humanes bFGF, von dem eine Verdünnungsreihe  von 320pg/ml bis 
10pg/ml in Calibrator Diluent RD5-14 (PBS, 0,01% BSA) hergestellt wurde. 50µl jeder 
zu bestimmende Probe wurden mit 150µl Calibrator Diluent verdünnt (Verdünnung 1:4) 
und sorgfältig gemischt.   
100µl Assay Diluent RD1-43 und 100µl Standard oder Probe wurden in jedes Well der 
96-Well-Mikrotiterplatte  gegeben.  Als  Leerwert  wurden  100µl  Calibrator  Diluent 
eingesetzt. Standards, Proben und der Leerwert wurden doppelt aufgetragen. Die Platte 
wurde anschließend 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. 
Nach  viermaligem  gründlichen  Waschen  mit  ca.  200µl/Well  Wash  Buffer  (0,05% 
Tween 20 in PBS, pH7,4) wurde in jedes Well 200µl Detektion-Antikörper-Konjugat 
gegeben und für weitere 2h bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wurde die Platte 
erneut viermal gründlich gewaschen. 
Als Farb-Substrat wurde eine Arbeitslösung aus Color Reagent A (H2O2) und Color 
Reagent  B  (Tetramethylbenzidin)  im  Verhältnis  1:1  hergestellt  und  200µl  dieses 
Substrats in jedes Well geben. Nach 20 Minuten Inkubation wurde die Farbentwicklung 
mittels 50µl/Well Stopplösung (2N H2SO4) gestoppt. 
Capture-AK Probe waschen Detektion-AK waschen Farb-Substrat
Abbildung 2.4  Reaktionsschema ELISA [R&D Cytokine Bulletin, Winter 1994] 32    Material und Methoden 
Die  Absorbtion  wurde  bei  450nm  im  Microtiter-Plate-Reader  (Biorad,  München) 
bestimmt.  
Aus den gemessenen Wertepaaren der jeweils doppelt aufgetragenen Proben wurde der 
Mittelwert  berechnet  und  von  den  Extinktionen  der  Leerwert  subtrahiert.  Aus  den 
mitbestimmten  Standardproben  wurde  eine  Standardkurve  angelegt.  Anhand  dieser 
Kurve wurde die bFGF-Konzentration der einzelnen Proben bestimmt. Das ermittelte 
Ergebnis musste um den Verdünnungsfaktor 4 (s.o.) berichtigt werden.  
Um die Werte der einzelnen Proben miteinander vergleichen zu können, musste der 
bFGF-Gehalt der Probe in Bezug zu dem vorher bestimmten Gesamtproteingehalt der 
Probe gesetzt und in bFGF/Gesamtprotein (pg/µg) angegeben werden (33). 
Anschließend wurde der bFGF-Gehalt der einzelnen Untergruppen wieder in Bezug zur 
KO-Gruppe  gesetzt.  Angegeben  sind  die  Mittelwerte  in  Prozent  (%)  und  die 
Standardabweichung (SD) . 
 
2.8   Statistik 
Alle Parameter und Messwerte sind jeweils als Mittelwerte ± Standardabweichung des 
Mittelwertes (SD) angegeben. Bei paarweise Vergleichen kam ein zweiseitiger Student-
t-Test  für  unverbundene  Stichproben  zur  Anwendung.  Bei  Vergleichen  mehrerer 
Gruppen (KO, PDT, LO, DT, PL) wurde ein univariater ANOVA mit Tukey’s HSD 
posthoc-Test für ungleiche n-Zahlen (Spjotvoll/Stoline) angewendet, um festzustellen, 
zwischen  welchen  der  Versuchsgruppen  statistisch  unterschiedliche  Ergebnisse 
auftraten. 
Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe einer kommerziell erhältlichen Software 
(Statistica, Statsoft, Tulsa, Oklahoma, USA). Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit für 
den a -Fehler von £ 0,05 wurde die Null-Hypothese verworfen, die geprüften Daten als 
statistisch signifikant unterschiedlich angesehen. Ergebnisse    33 
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3.1   Zellcharakterisierung  
3.1.1    Zellcharakterisierung von EC 
Die  Identität  der  EC  wurde  durch  die  lichtmikroskopische  Betrachtung  im 
Phasenkontrastmikroskop  überprüft.  Dabei  zeigten  die  Zellen  ihre  typisches 
polygonales Monolayer („Cabblestone-Muster“) (Abbildung 3.1). 
 Zusätzlich wurden die EC durch die Aufnahme von fluoreszierendem Di-I-Ac-LDL 
immuncytochemisch charakterisiert (Abbildung 3.2, 3.3). 
Für  die  Versuche  wurden  nur  eindeutig  identifizierte  Zellen  verwendet,  die  auch 
hinsichtlich einer Kontamination mit SMC geprüft wurden. 
 
 
Abbildung 3.1  Bovine EC, Phasenkontrast Originalvergrößerung x25  34    Ergebnisse 
 
Abbildung 3.2  Bovine EC, immunzytochemische Färbung mit Di-I-Ac-LDL 
Originalvergrößerung x25 
Abbildung 3.3  Bovine EC, immunzytochemische Färbung mit Di-I-AC-LDL 
Originalvergrößerung x50 Ergebnisse    35 
3.1.2    Zellcharakterisierung von SMC 
Auch  die  Identität  der  SMC  wurde  durch  die  lichtmikroskopische  Betrachtung  im 
Phasenkontrastmikroskop  überprüft.  Dabei  zeigten  die  Zellen  ihr  typisch 
langgestrecktes  Wachstumsmuster  und  die  charakteristische  „Hill  and  Valley 
Formation“ (Abbildung 3.4). 
Weiter wurden die Zellen durch die immunzytochemische Färbung mit einem Anti-a-
Smooth-Muscle-Aktin Antikörper, der direkt mit FITC konjugiert war, charakterisiert. 
Deutlich zu erkennen waren die mit Ethidiumbromid gegengefärbten Zellkerne und die 




Abbildung 3.4  Bovine SMC, Phasenkontrast, Originalvergrößerung x25 36    Ergebnisse 
 
Abbildung 3.5  Bovine SMC, immunzytochemische Färbung mit Anti-a-Smooth-Muscle-
Actin, FITC-konjugiert, Originalvergrößerung x25 
Abbildung 3.6  Bovine SMC, immunzytochemische Färbung mit Anti-a-Smooth-Muscle-
Actin, FITC-konjugiert, Originalvergrößerung x50 
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3.2   Proliferationsassay mit 5% FCS im Kulturmedium 
Nach 24 Stunden zeigte sich bei den SMC, die auf PDT-behandelter Matrix kultiviert 
wurden (PDT), mit 91% eine leichte, aber signifikante Verringerung des Wachstums 
gegenüber den Zellen auf unbehandelter ECM (KO) (siehe Tabelle 3.1). 
Ein  ähnliches  Wachstumsverhalten  zeigten  die  SMC,  welche  auf  unbehandelten 
Zellkulturplatten  (PL)  wuchsen.  In  dieser  Versuchsgruppe  lag  die  Zellzahl  mit  83% 
deutlich unter der der KO-Gruppe. 
Die Behandlung mit Laserlicht oder mit dem PS allein hatte dagegen keinen Einfluss 
auf das Wachstumsverhalten der SMC. So lag die Zahl der Zellen, die auf CASPc-
behandelter ECM wuchsen (DT) und auch die Zahl der Zellen, die auf Laser-bestrahlter 
ECM  (KO)  kultiviert  wurden  nahezu  identisch  zur  KO-Gruppe.  (Tabelle  3.1  und 
Abbildung 3.7) 
Nach 48 Stunden war die Zellzahl in der PDT-Gruppe mit 91% signifikant niedriger als 
in der KO-Gruppe. Auch das  Wachstum der  Zellen in der PL-Gruppe war nach 48 
Stunden mit 67% noch weiter gehemmt. Wie schon nach 24 Stunden, war weder in der 
LO-Gruppe noch in der DT-Gruppe ein signifikanter Unterschied im Vergleich zu KO 
festzustellen. (Tabelle 3.1 und Abbildung 3.8) 
Auch beim letzten Versuchszeitpunkt zeigte sich ein ähnliches Bild. Nach 72 Stunden 
lag die Zellzahl nach PDT-Behandlung mit 87% und die Zellzahl in der PL-Gruppe mit 
76% deutlich unter der der KO-Gruppe.  
Alleinige Laserbestrahlung (LO) und die Behandlung mit CASPc (DT) zeigten auch 
nach 72 Stunden keinen Effekt auf die Proliferation der SMC (Tabelle 3.1, Abbildung 
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PDT 10 91 6,9 0,0016
KO 12 100 4,2 ￿
PL 12 83 4,7 0,0001
LO 3 102 4,4 0,4329
DT 3 96 3,1 0,1500
PDT 10 91 3,7 0,0001
KO 11 100 5,1 ￿
PL 10 67 11,8 0,0001
LO 3 103 4,0 0,3366
DT 3 102 1,3 0,4579
PDT 13 87 6,9 0,0001
KO 17 100 4,4 ￿
PL 15 76 7,3 0,0001
LO 8 103 4,8 0,1033




p vs. KO Stabw. % Zeitpunkt Gruppe Anzahl n Mittelwert %
Tabelle 3.1 Proliferation von SMC in % in Bezug auf KO 
Proliferation von SMC nach 24, 48 und 72 Stunden, die auf unbehandelter ECM (KO), PDT-
behandelter ECM (PDT), nur Laser-behandelter ECM (LO), nur CASPc-behandelter ECM 
(DT)  und  auf  Plastik-Zellkulturplatten  (PL)  kultiviert  wurden.  Der  FCS-Gehalt  im 
Kulturmedium betrug 5%. 
Angegeben  sind  die  Versuchsanzahl  (n),  die  Mittelwerte  und  Standardabweichungen 
(Stabw.) in Bezug auf KO in % sowie die statistischen Unterschiede (p) mit ANOVA versus 
KO (p vs. KO). Statistiken beziehen sich immer auf denselben Zeitpunkt. 
Abbildung 3.7 SMC Proliferation nach 24 Stunden 
Proliferation  von  SMC  nach  24  Stunden,  die  auf  unbehandelter  ECM  (KO),  PDT-
behandelter ECM (PDT), nur Laser-behandelter ECM (LO), nur CASPc-behandelter ECM 
(DT) und auf Plastik-Zellkulturplatten (PL) kultiviert wurden in Bezug auf KO. 
Der FCS-Gehalt im Kulturmedium betrug 5%. 
Die angegebenen Werte sind Mittelwerte ± Standardabweichung, angegeben in %. 
*  markiert  signifikante  Unterschiede  mit  ANOVA  p<0,05  versus  KO.  Signifikanzen 
beziehen sich immer auf denselben Zeitpunkt. 














Abbildung 3.8 SMC Proliferation 48 Stunden 











Abbildung 3.9 SMC Proliferation 72 Stunden 
Abbildung 3.8 und 3.9 
Proliferation von SMC nach 48 Stunden und 72 Stunden, die auf unbehandelter ECM (KO), 
PDT-behandelter ECM (PDT), nur Laser-behandelter ECM (LO), nur CASPc-behandelter 
ECM (DT) und auf Plastik-Zellkulturplatten (PL) kultiviert wurden in Bezug auf KO. 
Der FCS-Gehalt im Kulturmedium betrug 5%. 
Die angegebenen Werte sind Mittelwerte ± Standardabweichung, angegeben in %. 
* markiert signifikante Unterschiede mit ANOVA p<0,05 versus KO. Signifikanzen beziehen 
sich immer auf denselben Zeitpunkt. 










* 40    Ergebnisse 
3.3   Bestimmung des Gesamtproteingehalts  
Der Proteingehalt der Zellen innerhalb der einzelnen Versuchsuntergruppen (PDT, KO, 
PL,  DT,  LO)  wurde  zu  den  verschiedenen  Versuchszeitpunkten  (24  Stunden,  48 
Stunden,  72  Stunden)  betrachtet  und  auf  signifikante  Unterschiede  im  Proteingehalt 
untersucht. 
In den Proben von SMC, die auf PDT-behandelte ECM aufgebracht wurden (PDT), 
konnte  zwischen  24  Stunden  und  48  Stunden  ein  signifikanter  Anstieg  des 
Proteingehalts gemessen werden, wohingegen der Proteingehalt im weiteren Verlauf des 
Versuches nicht weiter zunahm (Tabelle 3.2, Abbildung 3.10). 
Proben  von  SMC,  die  auf  unbehandelter  ECM  (KO)  kultiviert  wurden,  zeigten  im 
Gegensatz dazu zu allen Zeitpunkten eine signifikante Zunahme des Proteingehalts. 
SMC, die auf unbehandelten Zellkulturplatten kultiviert wurden (PL), zeigten während 
der  gesamten  Versuchsdauer  kein  signifikantes  Wachstum.  Der  Gesamtproteingehalt 
blieb zu allen Zeitpunkten nahezu gleich (Tabelle 3.2, Abbildung 3.10). 
Ein  mit  der  KO-Gruppe  vergleichbares  Verhalten  zeigten  SMC,  die  auf  CASPc-
behandelter  ECM  wuchsen  (DT).  Auch  hier  konnte  zu  allen  Zeitpunkten  eine 
signifikante  Zunahme  des  Gesamtproteins  nachgewiesen  werden  (Tabelle  3.2, 
Abbildung 3.10). 
Der  Proteingehalt  der  Proben,  bei  denen  SMC  auf  Laser-bestrahlter  ECM  kultiviert 
wurden (LO), war 24 Stunden und nach 48 Stunden mit dem der KO- und DT-Gruppe 
vergleichbar. Der Gesamtproteingehalt der Proben nahm signifikant zu. Im weiteren 
Verlauf  dagegen  stieg  das  Gesamtprotein  nicht  mehr  signifikant  an  (Tabelle  3.2, 
Abbildung 3.10). 
 
Wurden die einzelnen Versuchsgruppen in Bezug zu der KO-Gruppe gesetzt, zeigte sich 
schon  nach  24  Stunden,  dass  die  PDT-Behandlung  der  ECM  einen  signifikanten 
Einfluss auf den Proteingehalt der Proben hatte. So war der Proteingehalt der PDT-
Proben mit nur 75% der KO-Werte deutlich erniedrigt. Einen noch größen Unterschied 
ließ sich in der PL-Gruppe aufzeigen. Hier war der Proteingehalt auf 72% gesenkt. 
Dagegen war der Gesamtproteingehalt der LO-Gruppe und der der DT-Gruppe nicht 
signifikant verändert (Tabelle 3.3, Abbildung 3.11). Ergebnisse    41 
Mittelwert Stabw. Mittelwert Stabw. Mittelwert Stabw.
Anzahl n p 24h vs 48h Anzahl n p 48h vs 72h Anzahl n
88 24,8 113 29,7 113 24,97
21 0,0054 18 0,9399 21
116 23,8 134 22,1 162 33,2
21 0,0152 20 0,0037 21
85 24,9 87 23,0 92 33,1
21 0,8143 20 0,5719 21
108 22,0 132 36,7 143 32,2
21 0,0144 17 0,2966 21
101 28,6 133 30,2 155 23,5
18 0,0010 20 0,0121 21








Tabelle 3.2  SMC Gesamtproteingehalt  
Gesamtprotein von SMC-Proben nach 24, 48 und 72 Stunden, die auf unbehandelter ECM 
(KO),  PDT-behandelter  ECM  (PDT),  nur  Laser-behandelter  ECM  (LO),  nur  CASPc-
behandelter ECM (DT)und auf Plastik-Zellkulturplatten (PL) kultiviert wurden. Der FCS-Gehalt 
im Medium betrug 0,5%. 
Angegeben sind die Versuchsanzahl (n), die Mittelwerte und Standardabweichungen (Stabw.) 
in µg/ml sowie Statistische Unterschiede mit ANOVA: 24 Stunden versus 48 Stunden und 48 
Stunden versus 72 Stunden. Statistiken beziehen sich immer auf dieselbe Gruppe. 
Abbildung 3.10  SMC Gesamtproteingehalt 
Gesamtprotein  von  SMC-Proben  nach  24  Stunden,  48  Stunden  und  72  Stunden,  die  auf 
unbehandelter  ECM  (KO),  PDT-behandelter  ECM  (PDT)  und  auf  Plastik-Zellkulturplatten  (PL) 
kultiviert wurden.  
Der FCS-Gehalt im Medium betrug 0,5%. Werte sind angegeben in µg/ml. 
* markiert signifikante Unterschiede mit ANOVA p<0,05: 24 Stunden versus 48 Stunden und 48 
Stunden versus 72 Stunden. Signifikanzen beziehen sich immer auf dieselbe Gruppe. 
Zeit [Stunden] 
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Nach 48 Stunden zeigte sich ein ähnliches Bild. Mit 81% war der Proteingehalt der 
PDT-Gruppe deutlich verringert. Der Proteingehalt der PL-Proben war mit 64,1% noch 
stärker gesenkt. Wie schon nach 24 Stunden zeigte sich auch nach 48 Stunden weder 
durch die Laser-Bestrahlung (LO) noch durch die CASPc-Behandlung (DT) der ECM 
eine Veränderung des Proteingehalts der Proben. (Tabelle 3.3, Abbildung 3.12).  
Auch nach 72 Stunden lag die Gesamtproteinmenge in der PDT-Gruppe  mit 70,5% 
hoch signifikant unter der der KO-Gruppe. In den PL-Proben war sogar gerade noch 
halb so viel Protein enthalten wie in den entsprechenden Kontrollen.  
Die  Zellen  der  DT-Gruppe  zeigten  auch  nach  72  Stunden  keine  signifikante 
Veränderung in Bezug auf die KO-Gruppe. Die Proteinexpression in der LO-Gruppe 
hatte nach 72 Stunden mit 89% gegenüber KO signifikant abgenommen (Tabelle 3.3, 
Abbildung 3.13).  
Verglichen mit der PDT- und PL-Gruppe lag der Proteingehalt der LO-Proben  jedoch 




Tabelle 3.3    SMC-Gesamtproteingehalt in % in Bezug auf KO 
Gesamtproteingehalt von SMC-Proben nach 24, 48 und 72 Stunden, die auf unbehandelter 
ECM  (KO),  PDT-behandelter  ECM  (PDT),  nur  Laser-behandelter  ECM  (LO),  nur  CASPc-
behandelter ECM (DT) und auf Plastik-Zellkulturplatten (PL) kultiviert wurden. Der FCS-Gehalt 
im Kulturmedium betrug 0,5%. 
Angegeben sind die Versuchsanzahl (n), die Mittelwerte und Standardabweichungen (Stabw.) 
in Bezug auf KO in % sowie die statistischen Unterschiede (p) mit ANOVA versus KO (p vs. 
KO). Statistiken beziehen sich immer auf denselben Zeitpunkt. 
PDT 21 75 10,6 0,000117
KO 21 100 6,3 -
PL 21 72 13,1 0,000117
LO 21 94 13,8 0,540264
DT 18 91 13,7 0,150466
PDT 18 81 18,2 0,001139
KO 20 100 6,2 -
PL 20 64 10,8 0,000118
LO 17 97 20,1 0,962404
DT 20 98 10,9 0,991666
PDT 21 70 11,5 0,000116
KO 21 100 6,3 -
PL 21 56 12,3 0,000116
LO 21 89 12,4 0,025265





Stabw. % Zeitpunkt Gruppe Anzahl n Mittelwert %Ergebnisse    43 
 
Abbildung 3.11 und 3.12 
Gesamtproteingehalt  von  SMC-Proben  nach  24  Stunden  und  48  Stunden,  die  auf  unbehandelter 
ECM (KO), PDT-behandelter ECM (PDT), nur Laser-behandelter ECM (LO), nur CASPc-behandelter 
ECM (DT) und auf Plastik-Zellkulturplatten (PL) kultiviert wurden in Bezug auf KO.  
Der FCS-Gehalt im Kulturmedium betrug 0,5%. 
Die angegebenen Werte sind Mittelwerte ± Standardabweichung, angegeben in %. 
*  markiert  signifikante  Unterschiede  mit  ANOVA    p<0,05  versus  KO.  Signifikanzen  beziehen  sich 
immer auf denselben Zeitpunkt. 
Abbildung 3.11 SMC Gesamtproteingehalt 24 Stunden 









*  * 
Abbildung 3.12 SMC Gesamtproteingehalt 48 Stunden 
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Abbildung 3.13 SMC Gesamtprotein 72 Stunden 
Gesamtproteingehalt von SMC-Proben nach 72 Stunden, die auf unbehandelter ECM (KO), 
PDT-eingehalt  von  SMC-Proben  nach  24  Stunden  und  48  Stunden,  die  auf  unbehandelter 
ECM  (KO),  PDT-behandelter  ECM  (PDT),  nur  Laser-behandelter  ECM  (LO),  nur  CASPc-
behandelter  ECM  (DT)  und  handelter  ECM  (PDT),  nur  Laser-behandelter  ECM  (LO),  nur 
CASPc-behandelter ECM (DT) und auf Plastik-Zellkulturplatten (PL) kultiviert wurden in Bezug 
auf KO. Der FCS-Gehalt im Kulturmedium betrug 0,5%. 
Die angegebenen Werte sind Mittelwerte ± Standardabweichung, angegeben in %. 
* markiert signifikante Unterschiede mit ANOVA p<0,05 versus KO. 
# markiert signifikante Unterschiede mit ANOVA p<0,05 versus LO. 
Signifikanzen beziehen sich immer auf denselben Zeitpunkt. 
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3.4   Bestimmung des intrazellulären bFGF-Gehalts  
Der intrazelluläre bFGF-Gehalt der SMC der einzelnen Versuchsuntergruppen wurde in 
Bezug zu dem bFGF-Gehalt der KO-Gruppe gesetzt und auf signifikante Unterschiede 
zwischen den Gruppen untersucht.  
Es konnte gezeigt werden, dass die Zellen, die auf PDT-behandelter ECM kultiviert 
wurden (PDT), nach 24 Stunden mit einem signifikanten Anstieg des intrazellulären 
bFGF-Gehalts auf 141% des KO-Gehalts reagierten. Daneben zeigte sich auch in Zellen 
der DT-Gruppe mit 147% ein deutlicher Anstieg gegenüber KO. 
Im Gegensatz dazu ließ sich in den Zellen, die in unbehandelten Zellkulturplatten (PL) 
sowie in Laser-behandelter ECM (LO) wuchsen, kein signifikant veränderter bFGF-
Gehalt nachweisen (Tabelle 3.4 und Abbildung 3.14). 
Zum Versuchszeitpunkt 48 Stunden war der bFGF-Gehalt der PDT-Gruppe nicht mehr 
signifikant erhöht. Während in den Zellen der PL-Gruppe nach 24 Stunden noch keine 
signifikante Änderung des bFGF-Gehalts nachgewiesen wurde, konnte nach 48 Stunden 
ein deutlicher Anstieg des bFGF auf 162% der KO-Gruppe festgestellt werden. 
Der bFGF-Gehalt der LO-Gruppe war nahezu identisch mit dem der KO-Gruppe. Auch 
die  Werte  der  DT-Gruppe  unterschieden  sich  nicht  signifikant  von  der  KO-Gruppe 
(Tabelle 3.4 und Abbildung 3.15). 
Nach  72  Stunden  konnte  in  den  Zellen,  die  auf  PDT-behandelter  ECM  gewachsen 
waren, kein signifikanter Unterschied zu Zellen der KO-Gruppe im bFGF-Gehalt mehr 
festgestellt werden.  
Signifikant erhöht war hingegen der bFGF-Gehalt in den Zellen der PL-Gruppe. Er lag 
26% über dem der KO-Proben. 
Wie schon nach 48 Stunden zeigte weder die LO-Gruppe noch die DT-Gruppe einen 
signifikanten Unterschied zur KO-Gruppe (Tabelle 3.4, Abbildung 3.16).  
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Abbildung 3.14 und 3.15 
Intrazellulärer  bFGF-Gehalt  von  SMC-Proben  nach  24  Stunden  und  48  Stunden,  die  auf 
unbehandelter ECM (KO), PDT-behandelter ECM (PDT), nur Laser-behandelter ECM (LO), 
nur CASPc-behandelter ECM (DT) und auf Plastik-Zellkulturplatten (PL) kultiviert wurden in 
Bezug auf KO.  
Der FCS-Gehalt im Kulturmedium betrug 0,5%. 
Die angegebenen Werte sind Mittelwerte ± Standardabweichung, angegeben in %.  
* markiert signifikante Unterschiede ANOVA p<0,05  versus KO. 
Signifikanzen beziehen sich immer auf denselben Zeitpunkt. 
Abbildung 3.14 SMC intrazellulärer bFGF-Gehalt 24 Stunden 















Abbildung 3.15 SMC intrazellulärer bFGF-Gehalt 48 Stunden 
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3.5 
PDT 14 141 28,5 0,0040
KO 16 99 14,6 -
PL 16 125 31,5 0,2391
LO 18 117 30,7 0,5696
DT 15 147 33,7 0,0004
PDT 14 128 29,7 0,0500
KO 15 100 25,6 -
PL 15 162 46,2 0,0003
LO 14 118 31,1 0,9013
DT 14 116 34,1 0,7770
PDT 20 116 27,4 0,4981
KO 20 100 13,0 -
PL 18 126 31,5 0,0300
LO 21 122 28,1 0,3887
DT 20 104 28,4 0,9698
72 Stunden
Stabw.% p vs. KO
24 Stunden
48 Stunden
Zeitpunkt Gruppe Anzahl n Mittelwert %
Tabelle 3.5 bFGF-Gehalt in % in Bezug auf KO 
Intrazellulärer bFGF Gehalt von SMC-Proben nach 72 Stunden, die auf unbehandelter ECM 
(KO),  PDT-behandelter  ECM  (PDT),  nur  Laser-behandelter  ECM  (LO),  nur  CASPc-
behandelter ECM (DT) und auf Plastik-Zellkulturplatten (PL) kultiviert wurden in Bezug auf KO. 
Der FCS-Gehalt im Kulturmedium betrug 0,5%. 
Angegeben sind die Versuchsanzahl (n), die Mittelwerte und Standardabweichungen (Stabw.) 
in Bezug auf KO in % sowie die statistischen Unterschiede (p) mit ANOVA versus KO (p vs. 
KO). Statistiken beziehen sich immer auf denselben Zeitpunkt. 
Abbildung 3.16  SMC intrazellulärer bFGF-Gehalt 72 Stunden 
Intrazellulärer bFGF Gehalt von SMC-Proben nach 72 Stunden, die auf unbehandelter ECM 
(KO),  PDT-behandelter  ECM  (PDT),  nur  Laser-behandelter  ECM  (LO),  nur  CASPc-
behandelter ECM (DT) und auf Plastik-Zellkulturplatten (PL) kultiviert wurden in Bezug auf 
KO. Der FCS-Gehalt im Kulturmedium betrug 0,5%. 
Die angegebenen Werte sind Mittelwerte ± Standardabweichung, angegeben in %.  
* markiert signifikante Unterschiede mit p<0,05 versus KO. Signifikanzen beziehen sich immer 
auf denselben Zeitpunkt. 
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Proliferation 








Zusammenfassung der verschiedenen Befundänderungen von SMC die auf unbehandelter ECM 
(KO), PDT-behandelter ECM (PDT), nur Laser-behandelter ECM (LO), nur CASPc-behandelter 
ECM (DT) und auf Plastik-Zellkulturplatten (PL) kultiviert wurden in Bezug auf KO zum jeweiligen 
Zeitpunkt.; (=) keine Veränderung; (￿)= starke Zunahme; (￿)= starke Abnahme; ­= leichte 
Zunahme ; (¯)= leichte Abnahme; (­)= tendenzielle Zunahme 
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4.1   Problematik 
Die  erfolgreiche  Behandlung  von  obstruierenden  Gefäßerkrankungen  mittels 
chirurgischer oder interventioneller Eingriffe wird durch die Entstehung von Restenosen 
begrenzt (79).  
Bei allen Behandlungsmodalitäten stellt der Eingriff an der Gefäßwand ein Trauma dar, 
das eine überschiessende Heilungsantwort auslöst (76). Dass es bislang nicht gelungen 
ist, die Entstehung von Restenosen erfolgreich und dauerhaft zu verhindern, liegt an 
dem  komplexen  Zusammenwirken  verschiedener  Faktoren  wie  Gefäßspasmen, 
Thrombosen oder Gefäßdissektionen (163), sowie dem Auftreten von Intimahyperplasie 
und Gefäßremodeling (10), die zu einem Wiederverschluss des behandelten Gefäßes 
führen können. Das gleichzeitige Vorhandensein von Wachstumsstimulatoren, wie z.B. 
bFGF  und  PDGF,  sowie  Inhibitoren,  wie  z.B.  TGFß,  lässt  dabei  sowohl  auf  eine 
Redundanz der einzelnen Systeme als auch auf additive Wirkungsweisen der Faktoren 
schließen (156).  
Rückblickend führten bislang alle Behandlungsstrategien, die in ihrer Wirkung nur auf 
einzelne  Faktoren  oder  Mechanismen  zielten,  im  klinischen  Einsatz  nicht  zum  Ziel, 
obwohl experimentelle Daten zunächst auf die Wirksamkeit hingedeutet hatten (10). So 
hatte der Einsatz von ACE-Hemmern wie Cilazapril (44), Lipidsenkern wie Lovastatin 
(164),  Antikoagulantien  wie  Heparin  (128)  oder  Hirudin  (67),  zytotoxischen 
Medikamenten  wie  Colchicin  (114),  sowie  Wachstumsfaktor-Inhibitoren  wie 
Angiopeptin  (41)  keinen  Nutzen  zur  Prävention  von  Restenosen.  Aus  diem  Grund 
stellen  neue  Behandlungsmethoden  wie  PDT,  welche  multiple  Wachstumsfaktoren, 
Inhibitoren,  Hormone  und  Matrixbeschaffenheiten  als  Angriffsziel  haben,  eine 
interessante Alternative dar. 
 
4.2   Photodynamische Therapie  
PDT  an  der  Gefäßwand  ist  eine  neue  Behandlungsstrategie,  die  im  Tierversuch  das 
Auftreten von Stenosen nach vaskulären Eingriffen verhindert hat (88). Erste Studien 50    Diskussion 
lassen auch auf die klinische Wirksamkeit von PDT zur Prävention von Restenosen 
nach Angioplastie hoffen (133). 
PDT an der Gefäßwand führt zu einer lokalen Zerstörung der Gefäßwandzellen. Die 
Eliminierung  von  SMC  wurde  dabei  als  primäre  Wirkung  von  PDT  angesehen,  da 
SMC, die nach Verletzung in die Intima migrieren, dort proliferieren und große Mengen 
von extrazellulärer Matrix synthetisieren und ablagern, wichtige Effektorzellen der IH 
darstellen  (74,  121).  Der  Eradikation  der  vaskulären  Zellen  durch  PDT  folgt  die 
Reendothelialisierung und die adventitielle Repopulation, ohne dass SMC in die Intima 
einwachsen und sich stenosierende Läsionen ausbilden (88).  
Es erscheint paradox, dass PDT durch Bildung freier Radikale Zellschäden verursacht 
und  so  erfolgreich  IH  verhindert,  die  nach  Gefäßwandverletzung  durch  chirurgische 
oder  interventionelle  Eingriffe  entstanden  ist.  Dabei  kommt  es  nicht  zu  einer 
Proliferations-  oder  Entzündungsantwort  wie  sie  bei  Gefäßwandverletzungen  durch 
chirurgische oder interventionelle Eingriffe zu beobachten sind.  
Obwohl  PDT-behandelte  Arterien  im  untersuchten  Zeitraum  keine  wesentlichen 
Gefäßverengungen  oder  Gefäßerweiterungen  aufzeigten,  was  für  die  Erhaltung  der 
strukturellen  Integrität  des  behandelten  Gefäßes  spricht  (123),  deuten  verschiedene 
histologische Befunde auf eine funktionelle Änderung der extrazellulären Umgebung 
hin:  
1. Nach PDT an Gefäßen kommt es zu keiner Besiedlung der Media nach 4 Monaten, 
wohingegen eine Reendothelialisierung schon nach 2 Wochen nachzuweisen ist (88).  
2. Es zeigen sich Zelltrümmer in der Gefäßwand, die auf die PDT-induzierte Toxizität 
zurückzuführen sind (123), aber keine Thrombose oder entzündliche Reaktionen (74, 
88).  
3. Am Übergang zwischen unbehandelten und PDT-behandelten Segmenten, wo vitale 
EC, SMC und Fibroblasten verbleiben, zeigen SMC keine gesteigerte Proliferation und 
Migration (151).  
4.  Obwohl  die  durch  PDT-induzierte  Zytotoxizität  zu  einer  vollständigen 
Zellvernichtung führt, konnte keine Aneurysmabildung in-vivo beobachtet werden (88). 
5.  Bei  einem  Teil  der  Zellen  im  PDT-behandelten  Gebiet  wird  der  Zelltod  durch 
Apoptose  ausgelöst  (90).  Bei  der  Apoptose  schrumpfen  die  Zellen,  verlieren  ihre 
interzellulären  Kontakte  und  entwickeln  sich  zu  Apoptosekörperchen,  die  durch 
benachbarte Zellen, wie z.B. Makrophagen, phagozytiert werden. Intrazelluläre Inhalte Diskussion    51 
 
 
wie z.B. Wachstumsfaktoren gelangen dabei nicht in die extrazelluläre Matrix, und es 
findet keine Inflammation statt (73).  
Entscheidend für die Prävention von IH durch PDT ist eine exakte Dosimetrie (3, 74). 
PDT  mit  subtherapeutischer  oder  mit  überhöhter  Bestrahlungsenergie  ist  dabei  mit 
Verletzungen  durch  chirurgische  oder  interventionelle  Eingriffe  vergleichbar.  Diese 
führen über Mechanismen wie Thrombose, IH und GR zur Entwicklung einer Restenose 
und zum Gefäßverschluss. So konnte gezeigt werden, dass es in Arterien, die mit einer 
subtherapeutischen  PDT-Dosis  behandelt  wurden,  zwar  zu  einer  vollständigen 
Vernichtung der SMC kommt, sich aber mit Verzögerung doch IH ausbildete (3, 123). 
PDT  mit  einer  überhöhten  Bestrahlungsenergie  führte  dagegen  innerhalb  von  24 
Stunden nach Behandlung zu Thrombusbildung und Gefäßverschluss (3). 
Diese  histologischen  Erkenntnisse  nach  therapeutischen  Dosen  von  PDT  in 
experimentellen  IH-Modellen  führen  zu  der  Überlegung,  dass  PDT  nicht  nur 
Zellschädigung  bewirkt,  sondern  auch  multiple  Wachstumsfaktoren,  Inhibitoren, 
Hormone und Strukturen der ECM als Angriffsziel hat (2).  
Ähnlich wie eine Reihe von vorangegangenen in-vitro Studien (2, 87, 147-151), baut 
die vorliegende Untersuchung auf der Hypothese auf, dass die Wirkung von PDT nicht 
allein durch die PDT-induzierte Zytotoxizität vermittelt wird. Ziel dieser Studie ist es, 
die Mechanismen, die nach einer PDT-Behandlung ablaufen, besser zu verstehen, um so 
den Einzug von PDT in den klinischen Alltag zu ermöglichen.  
 
4.3   Basic Fibroblast Growth Factor 
Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF; FGF-2) gehört zu einer Gruppe von zur Zeit 23 
bekannten, strukturell miteinander verwandten Heparin-bindenden Wachstumsfaktoren 
(29,  120).  Die  im  Zytoplasma  gespeicherte  und  sezernierte  Form  von  bFGF  ist  ein 
18kDa  großes,  aus  155  Aminosäuren  bestehendes,  nicht-glykosyliertes  Polypeptid, 
welches sowohl inter- als auch extrazelluläre Aktivität zeigt (36, 49). Daneben sind 
noch weitere Formen von bFGF mit höherem Molekulargewicht zwischen 22kDa und 
34kDa  im  Zellkern  nachgewiesen worden,  welche  sich  in  ihrer  Funktion  nicht  vom 
18kDa  bFGF  unterschieden  (6,  14).  Das  Vorkommen  von  bFGF  im  Gewebe  ist 
ubiquitär. So konnte es unter anderem in viszeralen und vaskulären SMC, EC (29), 
Thrombozyten (105), Fibroblasten und in der ECM (5) nachgewiesen werden.  52    Diskussion 
Die Wirkung von bFGF ist vielfältig. So spielt bFGF unter anderem in der Angiogense 
(57)  und  der  Tumorgenese  (55)  eine  große  Rolle.  Außerdem  besitzt  bFGF  große 
mitogene Aktivität sowohl für EC als auch für SMC (28, 166).  
Die vorgelegten Untersuchungen konzentrieren sich auf bFGF, da es ein etablierter, 
biologisch wichtiger Wachstumsfaktor ist, welcher eine große Rolle bei der Entstehung 
von IH und bei dem Auftreten von Restenosen spielt (115). 
Berücksichtigt  man,  dass  bFGF  als  „Wundhormon“  fungiert  (61),  welches 
Gewebeheilung nach Verletzung initiiert, kann man darauf schließen, dass bFGF auch 
ein wichtiger Mediator bei der proliferativen Reaktion der SMC nach Gefäßverletzung 
ist,  indem  er  die  SMC  Proliferation  nach  Verletzung  mitverursacht  (98,  131). 
Verletzungen  der  Gefäßwand  durch  Ballonangioplastie  aber  auch  Schäden  durch 
Hitzeeinwirkung (38), Stentimplantation (8) oder durch Gammabestrahlung (70) gehen 
mit  weitreichender  Zellvernichtung  einher,  die  in  einer  gesteigerten  SMC 
Proliferationsantwort resultiert. Es wurde gezeigt, dass mechanisch verletzte EC und 
SMC  bFGF  ausschütten,  welches  an  der  ECM  bindet  und  einen  langanhaltenden 
Proliferationsstimulus für SMC darstellt (50). Dabei zeigte sich auch, dass das Ausmaß 
der SMC-Proliferation und die folgende intimale Neubildung proportional zum Grad 
der Gefäßschädigung ist (47, 75). Dass bFGF in dieser Reaktion auf die Verletzung der 
Gefäßwand eine große Rolle spielt, konnte durch die Beobachtung belegt werden, dass 
SMC-Proliferation  durch  anti-bFGF-Antikörper  gehemmt  (101)  und  neointimale 
Hyperplasie nach Ballonangioplastie unterdrückt werden konnten (118). 
Neben  der  Tatsache,  dass  bFGF  aus  geschädigten  oder  zerstörten  Zellen  freigesetzt 
wird, konnte gezeigt werden, dass es auch in monomerer Form sezerniert wird (42). 
Über  den  genauen  Sekretionsmechanismus  für  bFGF  ist  bislang  nicht  viel  bekannt. 
Sicher  ist,  dass  bFGF  keine  hydrophobe  Signalsequenz  für  die  sekretorische 
Ausschleusung über das endoplasmatische Retikulum (ER) - Golgi - System besitzt (1, 
108).  Es  konnte  aber  gezeigt  werden,  dass  die  18kDa  Form  von  bFGF  über  eine 
Adenosintriphosphat (ATP)-abhängige, vom ER-Golgi-System unabhängige, Exozytose 
von Zellen sezerniert wird (49, 170).  
Im  Rahmen  der  Entwicklung  von  Restenosen  nach  Gefäßverletzung  könnte  die 
Möglichkeit der aktiven Sekretion von autokrinen Wachstumsfaktoren wie bFGF eine 
bedeutende Rolle spielen (152). Studien belegten, dass sich Zellen durch die Exozytose 
von bFGF autokrin stimulieren können (107). Es konnte weiter gezeigt werden, dass Diskussion    53 
 
 
arterielle  SMC,  die  aus  neointimalem  Gewebe  kultiviert  wurden,  vermehrt  bFGF 
synthetisieren und ihre Proliferation eventuell autokrin stimulieren (97).  
Vorangegangene Arbeiten konnten zeigen, dass durch PDT sowohl matrixassoziiertes 
bFGF (87) als auch zellassoziiertes bFGF (147) eliminiert werden. Auch konnte gezeigt 
werden, dass bei der direkten Zerstörung von Zellen mittels PDT kein bFGF freigesetzt 
wird (70). 
Diese Studie untersucht erstmalig den intrazellulären bFGF-Gehalt von vitalen, nicht 
PDT-behandelten SMC die jedoch auf PDT-behandelter Matrix kultiviert wurden. Diese 
Zellen  sollen  neu-einwachsende  SMC  simulieren,  die  die  Arterienwand  nach  der 
vollständigen Zelleradikation durch PDT wiederbesiedeln. 
 
4.4   Experimenteller Aufbau 
4.4.1    Photosensitizer  
Ein  etablierter  und  von  der  U.S.  Food  and  Drug  Administration  für  klinische  PDT 
zugelassene PS ist Photofrin II (PF) (122). PF, ein PS der ersten Generation, gehört zur 
Gruppe der Hematporphyrinderivate (HpD) und besteht aus einem komplexen Gemisch 
aus  Porphyrinmonomeren  und  Oligomeren,  die  sich  von  Hematoporphyrin  ableiten 
(122). Auch im Rahmen der vaskulären PDT zur Bekämpfung von IH wurde PF im 
Tierversuch erfolgreich evaluiert (43). Trotz der nachgewiesenen Wirksamkeit und des 
breiten Einsatzes von PF, sind die Eigenschaften dieses PS nicht ideal (122). So ist die 
komplexe chemische Struktur nicht genau definiert und es herrscht Uneinigkeit darüber, 
was die eigentlich aktive Komponente ist (12). Auch sind die schwache Lichtabsorption 
(molarer Extinktionskoeffizient [e] = 3.6 x 10
3 M
-1 cm
-1) mit Licht der Wellenlänge 
630nm sowie die Tendenz sich in der Haut zu akkumulieren, ungünstige Eigenschaften 
(122).  
Der für die vorliegenden Untersuchungen gewählte PS CASPc wurde in den letzten 
Jahren in zahlreichen in-vivo und in-vitro Untersuchungen verwendet, um die zugrunde 
liegenden Mechanismen von PDT zur Verhinderung von Restenosen aufzuklären (2, 70, 
87-90, 123, 147-151). Damit ist CASPc einer der am besten charakterisierten PS auf 
dem Gebiet der vaskulären PDT, obwohl er für den klinischen Einsatz bislang nicht 
zugelassen ist. Das Metallo-Phthalocyanin CASPc, gehört zur zweiten Generation der 
PS, die im Vergleich zu PF klare Vorteile haben (122). So zeigten in-vitro Versuche mit 
CASPc eine geringere Toxizität ohne Lichtaktivierung (DT-Effekte) als bei HpD (132). 54    Diskussion 
Dagegen wiesen in-vivo Studien auf eine größere lokale Zytotoxizität bei gleichzeitig 
geringeren systemischen Nebenwirkungen als bei PF hin (85). Ein weiterer Vorteil von 
CASPc ist die größere Penetrationstiefe des zu seiner Aktivierung benötigten Lichtes. 
Dabei ist die Penetrationstiefe von der Wellenlänge des verwendeten Lichtes abhängig. 
Die  effektive  Penetrationstiefe  a  ist  dabei  umgekehrt  proportional  zum  effektiven 
Verdünnungkoeffizienten  (a=1/e  Tiefe)  (72).  So  wird  bei  dem  Einsatz  von  PF  mit 
630nm (122) sowie 5-Aminolaevulinsäure mit 635nm (78) eine Penetrationstiefe von 1-
3mm erreicht. Im Gegensatz dazu wird mit CASPc mit seiner Aktivierungswellenlänge 
von  675nm  mit  2-6mm  eine  fast  doppelt  so  tiefe  Gewebspenetration  erreicht  (12). 
Aufgrund der klaren Vorteile der Metallo-Phthalocyanine wird der Einsatz von Antrin 
(Motexafin  lutetium),  einem  weiteren  Vertreter  der  Metallo-Phthalocyanine,  für  die 
vaskuläre PDT zur Zeit in klinischen Phase-II Studien evaluiert (133, 141). Antrin hat 
mit  einer  742nm  eine  noch  günstigere  Aktivierungswellenlänge  (133),  was  für  den 
klinischen Einsatz im Bereich der vaskulären PDT von Vorteil ist.  
 
4.4.2    Zellen 
Zur Durchführung der Versuche wurden bovine, aortale, EC und SMC verwendet. Das 
bovine System wurde gewählt, weil es sehr gut charakterisiert (60, 62, 66, 84) ist und in 
den  vergangenen  Jahren  für  zahlreiche  Untersuchungen  verwendet  wurde,  die  die 
zugrunde  liegenden  Mechanismen  von  PDT  zur  Verhinderung  von  Restenosen 
aufklären sollten (2, 87, 88, 147, 148, 150, 151). Die für die Isolation benutzten Aorten 
konnten  in  ausreichender  Menge  wöchentlich  vom  örtlichen  Schlachthof  bezogen 
werden. Da die Zellen aus der Aorta isoliert wurden, spiegeln sie das für Restenosen 
relevante  arterielle  System  wider.  Die  Handhabung  der  Zellen  ist  unkompliziert,  da 
außer FCS keine weiteren Wachstumsfaktoren zugesetzt werden müssen (2). Die Zellen 
wurden  ausschließlich  von  der  zweiten  bis  fünften  Passage  verwendet,  um  die 
Entdifferenzierung der Zellen weitestgehend auszuschließen (2).  
Aus verschiedenen Gründen wurde auf den Einsatz humaner Gefäßzellen verzichtet: 
Humane Gefäßzellen, die meist aus der Vena saphena magna isoliert werden, sind nur 
bedingt zu erhalten und benötigen eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren, um in Kultur 
gehalten  zu  werden.  Die  Zugabe  von  zusätzlichen  Wachstumsfaktoren  könnte  das 
Wachstum und das Verhalten der zu untersuchenden Zellen auf der ECM beeinflussen. 
Außerdem  ist  das  Infektionsrisiko,  verglichen  mit  bovinen  Zellen,  erhöht  und  das 
biologische Verhalten je nach Spender unterschiedlich.  Diskussion    55 
 
 
4.4.3    Extrazellulärmatrix 
Aufbau und Zusammensetzung der ECM können zu Veränderungen des Wachstums- 
und Syntheseverhaltens sowie der Differenzierung der Zellen führen (53, 134). Diese 
Eigenschaften  können  in  signifikantem  Maße  die  Ausbildung  von  IH  und  GR  nach 
Gefäßverletzung beeinflussen (27, 52). 
Zusätzlich zur strukturellen Beschaffenheit der ECM ist bekannt, dass ihre biologisch 
aktiven  Komponenten  wie  PDGF,  TGFß  oder  bFGF  eine  große  Rolle  bei  der 
fibroproliferativen  Reaktion  nach  Gefäßverletzung  spielen  (45).  So  stellen  unter 
anderem Wachstumsfaktoren wie PDGF (81) und bFGF (18) wichtige Mitogene für 
SMC dar.  
Grundsätzlich besteht die Möglichkeit, die ECM künstlich aus ihren Hauptbestandteilen 
Kollagen  (Typ  IV),  Glykoproteine  (Laminin,  Fibronektin,  Enkantin)  und  sauren 
Proteoglykanen  (Heparansulfat)  herzustellen  (53).  Die  biologischen  Verhältnisse 
werden aber mit einer Kombination aus einzelnen, isolierten Matrixkomponenten nur 
ungenügend widergespiegelt (53). Aufgrund der Schwierigkeit, den komplexen Aufbau 
der  ECM  künstlich  herzustellen,  wurde  ECM  isoliert,  die  von  kultivierten  EC 
synthetisiert wurde. Kultivierte EC synthetisieren eine ECM, die in ihrer Organisation 
und in ihrem makromolekularen Aufbau dem natürlich vorkommenden Subendothelium 
ähnelt (84). Diese ECM fungiert nicht nur als strukturelle Stütze, sondern sie reguliert 
Anhaftungsverhalten,  Proliferation,  Migration  und  Differenzierung  der  Zellen  (134). 
Die Effekte, die ECM auf das Verhalten der Zellen hat sind unter anderem mit der 
natürlichen Zusammensetzung und der dreidimensionalen Struktur zu begründen, die 
den Zellen eine bessere Formadaptation und eine schnellere Reaktion auf Hormone und 
Wachstumsfaktoren ermöglichen (159). 
Die Arbeitsgruppe von Adili konnte die Möglichkeit ausschließen, dass PDT die ECM 
in den Zellkulturschalen zerstört, was die Ähnlichkeit zwischen PDT und PL erklären 
würde. Dafür wurden immunhistochemische Färbungen und elektronenmikroskopische 
Untersuchungen der ECM, vor und nach PDT, durchgeführt. Dabei zeigten sich keine 
Unterschiede, was den Schluss zulässt, dass vor und nach PDT strukturell vergleichbare 
ECM vorhanden waren (2). 
Nachteil  des  verwendeten  Verfahrens  zur  Herstellung  der  ECM  ist,  dass  die 
Zusammensetzung der einzelnen Matrices nicht immer  ganz identisch ist. Um  diese 
natürlichen Schwankungen auszugleichen, wurde eine größere Zahl an Experimenten 56    Diskussion 
durchgeführt.  Entscheidender  Vorteil  ist  aber,  dass  diese  ECM  das  multiredundante 
System der in-vivo Situation am ehesten widerspiegelt.  
 
4.4.4    Versuchszeitpunkte 
Als Versuchszeitraum der vorliegenden Untersuchung wurden die ersten 72 Stunden 
nach PDT gewählt, um die Kurzzeiteffekte und deren zeitliche Kinetik zu zeigen. Die 
Proliferationsrate der SMC erhöhte sich im Tierexperiment von etwa 1% auf über 20% 
innerhalb der ersten 48 Stunden nach Gefäßverletzung (21, 25, 69). Die Gen-Induktion 
für  wichtige  Wachstumsfaktoren  wie  PDGF,  TGFß  und  bFGF,  setzt  etwa  12h  nach 
Verletzung  der  Gefäßwand  ein  (68,  153).  Die  Proliferation  der  SMC  wird  hierbei 
maßgeblich  durch  den  Wachstumsfaktor  bFGF  gesteuert  (98,  99).  Nach 
Ballonverletzung  von  Kaninchen-Aorten  konnte  mittels  intravenöser  Gabe  von 
polyclonalen  anti-bFGF  Antikörpern  in  den  ersten  fünf  Tagen  nach  Verletzung  die 
Ausbildung  von  IH  signifikant  gehemmt  werden  (118).  Auch  der  Einsatz  von 
polyclonalen  anti-bFGF  Antikörpern  in  den  ersten  zwei  Tagen  nach  abdominaler 
Aortenprothesen-Implantation in Ratten konnte die Proliferation von SMC signifikant 
hemmen (129). Die proliferationssteigernde Wirkung von bFGF ist demnach in den 
ersten 48 Stunden besonders relevant. Eine günstige Modulation der Zellfunktionen, 
bzw.  des  intrazellulären  bFGF  durch  PDT  der  ECM  könnte  die  Entstehung  von  IH 
begrenzen.  
 
4.4.5    Proliferationsassay  
In einer früheren in-vitro Studie wurde gezeigt, dass der Einbau von 
3H-Thymidin in 
SMC 24 Stunden nach PDT von ECM signifikant verringert ist (2). Die 
3H-Thymidin-
Inkorporation spiegelt die DNA-Replikation und damit den Energieumsatz innerhalb 
der  Zelle  wider.  Aus  der  verringerten  DNA-Replikation  wurde  indirekt  auf  eine 
verringerte Proliferationsrate der SMC geschlossen (2). Die genaue Zahl der Zellen wird 
mit dieser Methode nicht bestimmt, denn ein erniedrigter Energieumsatz muss nicht 
zwangsläufig  mit  einer  verringerten  Proliferation  einhergehen.  Gerade  die  genaue 
Aussage über die Proliferation und die Zellzahl der SMC ist im Zusammenhang mit der 
IH aber von großer Bedeutung, da die überschießende Zellvermehrung der SMC ein 
Schlüsselereignis bei der Entstehung von IH darstellt (32). Zum erstenmal wurde der Diskussion    57 
 
 
Effekt  von  PDT  der  ECM  auf  die  Zellzahl  der  SMC  und  deren  zeitlicher  Verlauf 
innerhalb von 72 Stunden untersucht.  
 
4.4.6    Bestimmung des Gesamtproteingehalts 
Bei der Bestimmung des Gesamtproteins wurde der Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, 
München) verwendet. Dieser, auf der Methode von Bradford basierende Assay (13), ist 
seit langem etabliert und standardisiert. Ein Vorteil dieses Tests ist, dass er mit einem 
geringen  Probenvolumen  von  15µl/Messung  auskommt,  was  dem  geringen 
Probenvolumen  im  Versuchsaufbau  zu  Gute  kommt.  Der  Test  ist  mit  einer 
Nachweisgrenze  von  ca.  1µg/Probe  ausreichend  empfindlich,  um  auch  geringe 
Proteinmengen korrekt zu bestimmen (Angabe des Herstellers). 
Bei  dem  zu  messenden  Gesamtprotein  handelt  es  sich  um  ein  Gemisch  aus  einer 
Vielzahl  von  Proteinen.  In  Anlehnung  an  die  Arbeit  von  Pollard  wurde  daher  als 
Proteinstandard bovines Albumin (Standard II, BSA, Bio-Rad, München) verwendet, 
für welches die besten Ergebnisse zur Bestimmung von komplexen Proteingemischen 
gezeigt werden konnte (127). 
Aus  den  gemessenen  Gesamtproteindaten  konnte  indirekt  ein  Rückschluss  auf  die 
Menge des eingesetzten Zellmaterials und damit auf die Anzahl der lysierten Zellen 
geschlossen werden (33, 169). In einer Verdünnungsreihe wurde die Proportionalität 
zwischen  Zellzahl  und  Proteingehalt  der  Probe  überprüft.  Es  konnte  somit  auf  die 
exakte Bestimmung der Zellzahl im CCA in den einzelnen Versuchsgruppen verzichtet 
werden.  Anders  als  beim  Proliferationsassay  wurden  nicht  alle  Zellen  für  die 
Zellzahlbestimmung eingesetzt, sondern für die weitere Bestimmung des intrazellulären 
bFGF-Gehalts verwendet. Deshalb war diese indirekte Methode notwendig. 
 
4.4.7    Bestimmung des intrazellulären bFGF-Gehalts 
Für die Bestimmung des intrazellulären bFGF-Gehalts wurde der schon in Vorarbeiten 
(147) verwendete Quantikine Human FGFbasic Immunoassay DFB50 (R&D Systems, 
Wiesbaden)  verwendet.  Dieser  ELISA  ist  standardisiert  und  mit  einer 
Nachweisbarkeitsgrenze  von  <1pg/ml  (Angabe  des  Herstellers)  für  die  vorliegende 
Untersuchung empfindlich genug. 
Der ELISA hat eine 100% Kreuzreaktion zu bovinem bFGF. Er zeigt dagegen nahezu 
keine Kreuzreaktivität zu anderen FGF-Formen (0,15% zu bovinem aFGF, 0,02% zu 58    Diskussion 
rhFGF-4  ,  Angaben  des  Herstellers).  Als  Standard  diente  rekombinantes,  humanes 
bFGF. 
Wie der Proliferationsassay zeigte, war die Zahl der Zellen, die auf den verschieden 
behandelten  Matrices  kultiviert  wurden,  unterschiedlich.  Um  die  Zellzahl  zu 
berücksichtigen  und  so  die  gemessenen  bFGF-Konzentrationenen  miteinander 
vergleichen zu können, wurde in diesem Versuchsaufbau der Gesamtproteingehalt der 
Proben  vorher  bestimmt  (siehe  4.4.6).  So  wurde  außerdem  sichergestellt,  dass  das 
exakte  Probevolumen  berücksichtigt  und  so  Fehler  in  der  Präparation  der  Proben 
eliminiert wurden. 
 
4.5   Diskussion der Ergebnisse 
Photodynamische  Therapie  ist  eine  Behandlungsmodalität,  die  gleichzeitig  auf 
mehreren Ebenen in die Mechanismen, die der Entstehung von Restenosen zugrunde 
liegen, eingreift:  
  Erstens  eliminiert  PDT  die  Effektorzellen  der  IH  in  der  Gefäßwand  und  im 
umliegenden Gewebe durch die Induktion von Apoptose (90), ohne dass es zu einer 
entzündlichen Reaktion kommt (63). Darüber hinaus inaktiviert PDT zell-assoziiertes 
bFGF  (147),  zell-assoziiertes  TGFß  (150),  sowie  zell-assoziiertes  PDGF  (151).  Bei 
chirurgischen oder interventionellen Eingriffen verletzte (16, 20) oder mit ionisierenden 
Strahlen behandelte Zellen (70) dagegen schütten Wachstumsfaktoren wie bFGF und 
PDGF aus und steigern so die Proliferation von SMC.  
  Zweitens verursacht PDT strukturelle Veränderungen von Matrix-Proteinen wie 
z.B. Kollagen (124) und inaktiviert matrix-assoziierte Wachstumsfaktoren wie bFGF 
(87)  und  TGFß1  (150).  Der  Proliferationsassay  zeigte,  dass  SMC,  die  auf  PDT-
behandelter  ECM  kultiviert  wurden  zu  allen  Zeitpunkten,  eine  -  im  Vergleich  zu 
unbehandelter ECM - gehemmte Proliferation hatten. Dass die Proliferation über den 
gesamten Untersuchungszeitraum gehemmt blieb, lässt den Schluss zu, dass es sich bei 
den  durch  PDT  hervorgerufenen  Effekten  um  eine  dauerhafte  Änderung  der 
extrazellulären Umgebung und nicht nur um einen kurzzeitigen Effekt handelt. Dies 
korrespondiert mit dem Auftreten einer dauerhaft zellfreien Media in-vivo (123). Die 
Abnahme der SMC-Proliferation nach PDT-Vorbehandlung der Matrix legt den Schluss 
nahe,  dass  durch  die  Inaktivierung  des  bFGF,  bzw.  weiterer  matrix-assoziierter 
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sind.  Und  dies  in  relevanterem  Maße  als  die  Ausschaltung  potentiell  ebenfalls 
vorhandener natürlich vorkommender Inhibitoren.  
Die Möglichkeit, das SMC-Wachstum auf PDT-behandelter ECM durch Zugeben von 
bFGF  wieder  anzuregen,  unterstreicht  die  Bedeutung  des  PDT-Effekts  auf 
Komponenten  der  ECM  wie  den  Wachstumsfaktor  bFGF  (87).  Der  niedrige  bFGF-
Gehalt  in  der  ECM  nach  PDT  kann  dabei  nicht  als  Änderung  der  Bindungsstellen 
interpretiert werden, die eine Extraktion von bFGF unmöglich macht. Die Tatsache, 
dass nach Zugeben von exogenem bFGF zu PDT-ECM bFGF wieder gebunden wird, 
zeigt  nämlich,  dass  die  Low-affinity  Rezeptoren  für  bFGF  (Heparansulfate)  nicht 
geschädigt  sonder  unbesetzt  und  funktionstüchtig  sind  (87).  Diese  Ergebnisse 
implizieren,  dass  PDT  zwar  das  bFGF  nicht  aber  die  Low-affinity  Rezeptoren 
inaktiviert (87).  
Der  inhibitorische  Effekt,  den  PDT  der  ECM auf  SMC  hat,  zeigt  sich  jedoch  nicht 
generell  bei  allen  Zellen.  So  haben  SMC  und  EC  durchaus  Unterschiede  in  der 
Modulation ihrer Funktion (2). Während SMC in ihrer Proliferation durch die alleinige 
Präsenz von ECM stimuliert werden, hat die ECM einen eher hemmenden Effekt auf 
EC (2). Durch PDT der ECM steigt die Proliferation der EC jedoch signifikant an (2). 
Diese Feststellung lässt sich mit der in-vivo Situation in Einklang bringen, die nach 
PDT  mit  einer  schnellen  Reendothelialisierung  der  Intima  und  dem  Ausbleiben  des 
Einwachsens  von  SMC  einhergeht  (88).  TGFß1  ist  ein  potenter  Inhibitor  für  die 
Proliferation  und  Migration  von  EC  (71).  Die  Freisetzung  von  TGFß1  durch 
Thrombozyten und intimalen SMC nach Gefäßverletzung kann die EC-Regeneration 
verlangsamen (71). Da matrixgebundenes TGFß1 durch PDT inhibiert wird, liegt der 
Schluss nahe, dass die Proliferation der EC durch die Neutralisation dieses wichtigen 
EC-Inhibitors gesteigert wird. Dass die Proliferation der SMC nach PDT ab- die der EC 
dagegen zunimmt, ist für die klinische Situation eine günstige Konstellation, scheint 
PDT  doch  die  IH-verursachenden  SMC  zu  hemmen  und  IH-hemmende  EC  zu 
stimulieren. Dies könnte für das postinterventionelle Remodeling von entscheidender 
Bedeutung sein.  
Die Bestimmung des Gesamtproteins zeigte ein - im Vergleich zur KO-Gruppe - zu 
allen Zeitpunkten verringertes Gesamtprotein in der PDT-Gruppe. Wenn man davon 
ausgeht, dass man anhand des gemessenen Gesamtproteins indirekt einen Rückschluss 
auf die Anzahl der eingesetzten Zellen ziehen kann, bestätigen sich auch unter diesen 
Bedingungen die Ergebnisse des Proliferationsassays. War im Proliferationsassay mit 60    Diskussion 
5%  FCS  im  Kulturmedium  in  den  einzelnen  Versuchsuntergruppen  zwischen  den 
Versuchszeitpunkten eine signifikante Zunahme der Zellzahl zu beobachten, konnte bei 
den Zellen mit 0,5% FCS nur zwischen 24 Stunden und 48 Stunden eine Stimulation 
des Wachstums beobachtet werden.  
SMC,  die  auf  unbehandelten  Plastik-Zellkulturplatten  kultiviert  wurden,  zeigten  ein 
ähnliches  Wachstumsverhalten  wie  die  Zellen  auf  PDT-behandelter  ECM.  Auch  ihr 
Wachstum war zu allen Zeitpunkten signifikant gehemmt. In SMC der PL-Gruppe, die 
mit 0,5% FCS im Kulturmedium kultiviert wurden, zeigte sich keinerlei Zunahme des 
Gesamtproteins. Dies könnte also bedeuten, dass die Zellen zwar überlebten, aber keine 
Proliferation stattfand. Es ist bekannt, dass die ECM Wachstumsfaktoren wie PDGF 
(81) und bFGF (18) enthält, die wichtige Mitogene für SMC darstellen. Es war daher 
nicht  überraschend,  dass  die  Proliferation  der  SMC  auf  unbehandelter  ECM  im 
Vergleich zu Plastik-Zellkulturplatte signifikant gesteigert war. Ein Vergleich der Daten 
des Proliferationsassays und der Gesamtproteinbestimmung könnte ein Indiz dafür sein, 
dass  FCS  im  Kulturmedium  Effekte  der  PDT  teilweise  überlagert.  Die  alleinige 
Laserbestrahlung der ECM (LO) und auch der Einsatz des PS ohne Bestrahlung (DT) 
beeinflussten das Wachstumsverhalten der SMC zu keinem Zeitpunkt signifikant. Da 
LO  und  DT  keinen  Effekt  aufweisen  und  auch  thermale  Effekte  bei  der  geringen 
Bestrahlungsenergie  keine  Rolle  spielen  können  (87),  lassen  diese  Daten  darauf 
schließen, dass die Bildung von Radikalen durch PDT  für die beobachteten Effekte 
verantwortlich ist. Für diese Annahme spricht darüber hinaus, dass Radikalenfänger wie 
Natriumacetat bFGF vor der Wirkung von PDT schützen können (147).  
Abgesehen von einer signifikanten Verringerung des Gesamtproteins in den LO-Proben 
nach  72  Stunden  bestätigt  die  Gesamtproteinbestimmung  die  Ergebnisse  des 
Proliferationsassays. Es ist bekannt, dass schon die alleinige Bestrahlung mit Laserlicht 
die  Restenoserate  verringern  kann  (34,  35).  So  konnte  eine  beschleunigte 
Reendothelialisierung und eine signifikante Verringerung der IH durch die Bestrahlung 
mit Laserlicht nach Einbringen von Stents in Koronargefäße beobachtet werden (35). 
Der zugrundeliegende Mechanismus ist bislang nicht genau bekannt (80). Es ist aber 
eine dosisabhängige ATP-Depletion nach der Bestrahlung mit Laserlicht beschrieben 
(102). Die Abwesenheit von Energie in Form von ATP in der ECM könnte der Grund 
für  die  verringerte  SMC-Proliferation  sein  und  die  hier  beobachteten  Ergebnisse 
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  Drittens  zeigt  die  vorliegende  Untersuchung  erstmals  intrazelluläre 
Veränderungen nach PDT der ECM. So reagierten SMC, die auf PDT-behandelter ECM 
kultiviert wurden, mit  einem signifikanten Anstieg des intrazellulären bFGF-Gehalts 
nach 24 Stunden. Nach 48 Stunden war dagegen kein signifikanter Unterschied mehr 
feststellbar.  
Nach  Gefäßverletzung  wird  bFGF  durch  verletzte  oder  abgestorbene  Zellen 
ausgeschüttet  und  steigert  so  die  SMC-Proliferation (50,  62,  98,  131).  Es  ist  weiter 
beschrieben,  dass  die  Verletzung  der  Gefäßwand  die  Expression  und  Sekretion  von 
Zytotokinen durch ortständige Makrophagen und SMC stimuliert (96). Diese frühzeitige 
Synthese von Wachstumsfaktoren soll durch autokrine und parakrine Stimulation eine 
dauerhaft gesteigerte Proliferation der SMC verursachen (96). Darüber hinaus fand die 
Arbeitsgruppe von Lindner eine gesteigerte bFGF mRNA und Protein Expression in 
SMC, die 8 Tage nach Angioplastie aus neointimalem Gewebe isoliert wurden, während 
nach 6 Wochen isolierte Zellen keinen erhöhten bFGF Gehalt mehr aufwiesen (97). Die 
Arbeitsgruppe von Li (95) kultivierte SMC aus neointimalem Gewebe 15 Wochen nach 
Ballonangioplastie  einer  Kaninchenaorta.  Sie  fanden  dabei  eine  gesteigerte 
Proliferationsrate im Vergleich zu SMC aus unbehandelten Aorten. Zusätzlich konnte 
eine gesteigerte Sekretion von mitogenen Wachstumsfaktoren wie PDGF und TGFß 
nachgewiesen  werden,  welche  eine  anhaltende  autokrine  Stimulation  der  SMC 
bewirkte. Im Gegensatz dazu war die bFGF Sekretion aber nicht gesteigert, sondern 
sogar signifikant verringert (95). Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass SMC 
gerade in ersten Tagen nach Gefäßverletzung vermehrt bFGF synthetisieren und durch 
autokrine  Stimulation  eine  gesteigerte  Proliferation  der  SMC  verursacht  wird.  Die 
Synthese von bFGF geht im Verlauf wieder zurück (95, 97), jedoch wurde dann eine 
gesteigerte Sekretion von anderen mitogenen Wachstumsfaktoren wie PDGF und TGFß 
nachgewiesen (95).  
Auch die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen einen signifikanten Anstieg 
des intrazellulären bFGF-Gehalts in der PDT-Gruppe nach 24 Stunden, wohingegen 
nach 72 Stunden kein Unterschied mehr feststellbar war. Unter Berücksichtigung der 
deutlich erniedrigten Proliferationsrate im Vergleich zur KO-Gruppe lässt dies nur den 
Schluss zu, dass bFGF nicht, oder nur in wesentlich geringerem Maße als bei der KO-
Gruppe aus der Zelle ausgeschleust oder außerhalb der Zelle utilisiert werden konnte 
und  eine  autokrine  Stimulation  nur  sehr  begrenzt  stattfand.  Dennoch  sprechen  die 
vorliegenden Untersuchungsergebnisse dafür, dass eine autokrine Stimulation der SMC 62    Diskussion 
auf  PDT-behandelter  ECM  stattfand.  Dies  wird  im  Vergleich  mit  der  PL-Gruppe 
deutlich. Auf unbehandeltem Zellkulturplastik wurde nämlich eine signifikant erhöhte 
bFGF  Proteinexpression  nachgewiesen,  und  das  obwohl  die  Zellen  noch  weniger 
proliferierten  als  bei  PDT.  Unter  den  herrschenden  Kulturbedingungen  mit  einer 
erniedrigten  FCS-Menge  im  Medium,  fand  in  der  PL-Gruppe  tatsächlich  keine 
autokrine  bFGF-Stimulation  statt,  obwohl  die  intrazelluläre  bFGF  Proteinmenge 
signifikant  zugenommen  hatte.  Dieser  Befund  lässt  sich  nur  dadurch  erklären,  dass 
vermehrt produziertes und in der Zelle befindliches bFGF die Zelle nicht verlassen und 
nicht biologisch aktiv werden konnte.  
Die biologischen Funktionen von bFGF werden durch die Interaktion zwischen High-
affinity  Tyrosinkinaserezeptoren  und  Low-affinity  Heparansulfatrezeptoren  gesteuert 
(9). Dabei wird bFGF von den Low-affinity Rezeptoren auf der Zelloberfläche und der 
umgebenen ECM gebunden, konzentriert und den High-affinity Rezeptoren präsentiert, 
woraufhin sich die mitogene Wirkung entfaltet (9). Da sich die Low-affinity Rezeptoren 
vor allem in der ECM befinden, wird klar, warum SMC auf PDT-behandelter ECM 
besser proliferieren und bFGF auch offensichtlich besser ausschleusen können als SMC 
auf  PL  ohne  jegliche  Matrix  in  der  Umgebung.  Die  bFGF-Konzentration  in  der 
unmittelbaren Umgebung der Zellen moduliert Zellfunktionen wie z.B. die Migration 
(108).  Um  biologisch  wirksam  zu  werden,  muss  es  auf  der  Zelloberfläche  oder  in 
unmittelbarer Umgebung der Zelle konzentriert werden (108). Da bei PDT-behandelter 
ECM die Heparansulfate intakt sind (87), ist dies möglich, bei Zellkulturplastik jedoch 
nicht. Da der genaue Mechanismus der bFGF-Ausschleusung nicht vollständig bekannt 
ist  (1,  108),  kann  nur  darüber  spekuliert  werden,  warum  eine  erhöhte  intrazelluläre 
bFGF Konzentration ohne eine gesteigerte Proliferation bei PDT und PL vorlag. Eine 
mögliche Erklärung wäre jedoch, dass die Zellen durch die Armut an Mitogenen im 
umgebenen Medium in einem Hungerzustand und die unter diesen Bedingungen zur 
Verfügung  stehende  Energie  in  Form  von  ATP  nicht  ausreichte,  um  den  einzig 
bekannten, ATP-abhängigen Exozytosemechanismus für bFGF zu aktivieren (49). Für 
verschiedene Mitogene der ECM ist gezeigt worden, dass sie durch PDT inaktiviert 
werden (87, 148). Diese Mitogene stehen den SMC auf PDT behandelter ECM also zur 
Energiegewinnung nicht mehr zur Verfügung, wodurch die verringerte Proliferation im 
Vergleich zur KO-Gruppe erklärt werden kann.  
Auch  in  den  Zellen  der  DT-Gruppe  konnte  nach  24  Stunden  eine  signifikante 
Steigerung der bFGF Expression nachgewiesen werden. Warum die Zellen auf die PS-Diskussion    63 
 
 
Behandlung  mit  einer  erhöhten  bFGF-Expression  reagierten  ist  unklar.  Es  ist 
beschrieben das Phthalocyanine bereits in Dunkelheit Nitroblau-Tetrazolin reduzieren 
und die Oxidation Ascorbin und Hydroquinon beschleunigen sowie die Zersetzung von 
Wasserstoffperoxid  bewirken  wobei  es  zur  Bildung  von  Sauerstoffradikalen  kommt 
(160).  Diese  Radikale  könnten  Änderungen  der  ECM  bewirken,  die  zu  einer 
gesteigerten bFGF-Expression in SMC führen. Für den Einsatz in-vivo scheinen diese 
Vorgänge  hingegen  keine  bedeutende  Rolle  zu  spielen  (39,  135)  Dass  sowohl  die 
Proliferation als auch der Gesamtproteingehalt der SMC durch die alleinige Behandlung 
der ECM mit CASPc nicht beeinflusst wurde, lässt aber darauf schließen, dass die in der 
ECM gespeicherten Mitogene unverändert aktiv waren. Es lässt aber auch vermuten, 
dass intrazelluläres bFGF für die beobachteten Effekte nach PDT keine wesentliche 
Rolle spielt.  
 
4.6   Schlussfolgerung 
Die Fragestellungen der vorliegenden Arbeit lassen sich wie folgt beantworten: 
 
1. Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass PDT von ECM die Proliferation von 
normalen, unbehandelten SMC in-vitro hemmt. Dies korrespondiert mit dem Auftreten 
einer dauerhaft zellfreien Media in-vivo. Dass die Proliferation der SMC nach PDT 
abnimmt ist für die Repopulation der Gefäßwand in-vivo günstig, scheint PDT doch die 
IH-verursachenden  SMC  zu  hemmen.  Dies  könnte  für  das  postinterventionelle 
Remodeling von entscheidender Bedeutung sein.  
 
2.  Die  hier  vorgestellten  Ergebnisse  zeigen  weiter,  dass  PDT  von  ECM  die 
intrazelluläre  bFGF  Konzentration  in  normalen,  unbehandelten  SMC  in-vitro 
beeinflusst. So reagierten SMC, die auf PDT-behandelter ECM kultiviert wurden, mit 
einem signifikanten Anstieg des intrazellulären bFGF-Gehalts nach 24 Stunden. Unter 
Berücksichtigung  der  deutlich  erniedrigten  Proliferationsrate  im  Vergleich  zur  KO-
Gruppe deutet dies darauf hin, dass bFGF nicht, oder nur in wesentlich geringerem 
Maße  als  bei  der  KO-Gruppe  aus  der  Zelle  ausgeschleust  oder  außerhalb  der  Zelle 
utilisiert  werden  konnte  und  eine  autokrine  Stimulation  nur  sehr  begrenzt  stattfand. 
Dass der intrazelluläre bFGF-Gehalt aber lediglich nach 24 Stunden beeinflusst wurde, 64    Diskussion 
lässt  aber  vermuten,  dass  intrazelluläres  bFGF  für  die  beobachteten 
Proliferationsveränderungen nur eine untergeordnete Rolle spielt.  
 
Zusammenfassend  zeigen  die  hier  vorgestellten  Ergebnisse,  dass  die  PDT-induzierte 
Inaktivierung  matrix-assoziierter  Mediatoren  durch  eine  Modulation  des  Wachstums 
neu-einwachsender Zellen eine Hemmung von IH bewirken könnte.  
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5    Zusammenfassung 
 
Einleitung 
Das Auftreten von Restenosen ist bei ca. 50% eine relevante Spätkomplikation bei der 
chirurgischen  oder  interventionellen  Therapie  von  Gefäßverengungen  und 
Gefäßverschlüssen.  Intimahyperplasie  (IH)  und  ungünstiges  Gefäßremodeling  (GR) 
stellen dabei wichtige pathogenetische Mechanismen dar, die von multiplen Faktoren 
beeinflusst  werden.  Bis  heute  ist  es  nicht  gelungen,  eine  adäquate  Therapie  zur 
Verhinderung von Restenosen zu finden. 
Innerhalb der ersten 72 Stunden nach Gefäßwandverletzung wird die Entstehung der IH 
maßgeblich  durch  das  Mitogen  basic  Fibroblast  Growth  Factor  (bFGF)  gesteuert. 
Photodynamische Therapie (PDT), ein Verfahren bei dem durch Lichtbestrahlung eines 
photosensiblen Farbstoffs Cytotoxizität und Veränderungen der extrazellulären Matrix 
(ECM) induziert werden, führt zur Hemmung von IH durch Inhibierung von glatten 
Muskelzellen  (SMC)  und  zu  einer  Inaktivierung  matrix-assoziierten  bFGFs  in-vitro. 
Ziel dieser Studie ist es, die Proliferation von SMC und ihre bFGF Proteinexpression 
nach  PDT  von  isolierter,  endothelialer  ECM  in-vitro  zu  untersuchen,  um  so 
Rückschlüsse auf den Mechanismus des Remodeling nach PDT zu ziehen.  
 
Material und Methohen 
Nach  einer  Standardtechnik  wurde  in  6-Well  Zellkulturplatten  endotheliale  ECM 
hergestellt.  Die  ECM  wurde  mit  dem  Photosensitizer  Chloraluminium  sulfoniertes 
Phthalocyanin  (CASPc)  inkubiert  und  mit  rotem  Licht  aus  einem  Diodenlaser  (100 
J/cm², 100 mW/cm², l=675 nm) bestrahlt. Anschließend wurden SMC auf der ECM 
kultiviert.  Nach  24,  48  bzw.  72  Stunden  wurde  die  Zellproliferation 
durchflußzytometrisch festgestellt und die intrazelluläre Proteinexpression mit einem 
bFGF-ELISA bestimmt. Zum Vergleich wurde der Versuch mit unbehandelter ECM 
(KO),  nur  Laser-behandelter  ECM  (LO),  nur  CASPc-behandelter  ECM  sowie  mit 
Zellkulturplatten ohne Matrix (PL) durchgeführt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± 
SD  in  Bezug  zu  unbehandelter  ECM  (KO)  angegeben.  Der  statistische  Vergleich 
zwischen den einzelnen Gruppen erfolgte mit einem univariaten ANOVA. 
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Ergebnisse 
Die Proliferation der SMC war bei PDT und PL gegenüber KO zu allen Zeitpunkten 
signifikant gehemmt. LO und DT zeigten keine Unterschiede im Proliferationsverhalten 
im Vergleich zu KO.  
Die  Konzentration  von  zell-assoziiertem  bFGF  war  nach  24  Stunden  bei  PDT 
gegenüber  KO  signifikant  erhöht.  Nach  48  und  72  Stunden  zeigte  lediglich  PL 
gegenüber KO noch eine signifikant erhöhte bFGF-Proteinexpression. Bei LO war im 
Vergleich zu KO kein Unterschied feststellbar, während bei DT nach 24 Stunden eine 
signifikante Erhöhung der bFGF-Proteinexpression vorhanden war. 
 
Schlussfolgerung 
PDT von isolierter ECM führt zu einer Proliferationshemmung von SMC in-vitro. Dass 
die Proliferation der SMC nach PDT abnimmt ist für die Repopulation der Gefäßwand 
in-vivo günstig, scheint PDT doch die IH-verursachenden SMC zu hemmen. 
Die  intrazelluläre  bFGF-Proteinmenge  ist  bei  PDT  gegenüber  KO  vorübergehend 
erhöht.  Dies  könnte  für  eine  Hemmung  des  Proteinausschlusses  und  der  autokrinen 
Stimulation sprechen. Dass der intrazelluläre bFGF-Gehalt jedoch lediglich kurz nach 
PDT beeinflusst wurde, lässt vermuten, dass intrazelluläres bFGF für die anhaltende 
Proliferationsveränderungen der SMC nur eine untergeordnete Rolle spielt.  
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6    Summary 
 
Introduction 
The development of restenosis is the main problem after invasive vascular interventions 
for  the  treatment  of  stenotic  lesions.  Intimal  hyperplasia  (IH)  and  unfavorable 
remodeling play crucial roles in the pathogenesis and are mediated by multiple factors. 
Up to date, there is no effective means of preventing restenosis.  
In the first 72h after injury of the vascular wall basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) 
plays a key role for the development of IH. Photodynamic therapy (PDT), a strategy 
utilizing a combination of light and a photosensitive dye, causes cytotoxicity and alters 
the  extracellular  matrix  (ECM).  PDT  prevents  the  formation  of  IH  by  inhibition  of 
smooth  muscle  cell  (SMC)  proliferation,  and  inactivates  matrix-associated  bFGF  in 
vitro. The aim of this study is to analyse SMC proliferation and bFGF expression after 
PDT  of  isolated,  endothelial  ECM  in-vitro  to  draw  conclusions  on  the  mechanism 
underlying the remodeling after PDT. 
 
Materials and Methods  
EC-derived ECM was prepared in 6-well plates in standardized technique. The ECM 
was incubated with the photosensitising dye chloroaluminum sulfonated phthalocyanine 
(CASPc)  and  illuminated  with  red  light,  emitted  by  a  diode  laser  (l=675nm, 
100mW/cm
2; fluence 100J/cm
2) and SMC were plated on the ECM. After 24, 48 and 
72h the proliferation was quantified by means of fluorescence-labelled cell counting 
device  and  the  intracellular  bFGF-expression  was  measured  with  a  bFGF-ELISA. 
Control specimens included untreated ECM (KO), ECM-free plates (PL), ECM exposed 
to  light  only  (LO)  and  ECM  exposed  to  CASPc  only  (DT).  The  resulting  data  are 
expressed as mean ± SD normalized on untreated ECM (KO).   
Statistical analyses were performed using a one-way ANOVA. 
 
Results 
SMC proliferation on PDT and PL was compared to KO significantly decreased at all 
times as compared to KO. LO and DT did not show any differences in proliferation 
compared with KO. 
The amount of intracellular bFGF was increased on PDT after 24h. After 48h and 72h 
only PL showed a significantly increased bFGF-expression compared with KO. LO did 68    Summary 
not show any differences in bFGF-expression compared to KO and only on DT after 
24h the amount of intracellular bFGF was increased. 
 
Conclusion 
PDT  of  isolated  ECM  inhibits  the  proliferation  of  SMC.  This  decreased  SMC 
proliferation  may  be  favourable  for  the  repopulation  of  the  vascular  wall  in-vivo, 
because PDT seams to inhibit SMC, the effector cells responsible for IH.  
The bFGF-expression after PDT is temporarily increased. This may suggest that the 
secretion  of  bFGF  and  the  autocrine  stimulation  of  SMC  is  inhibited.  Because  the 
bFGF-expression  is  influenced  only  shortly  after  PDT,  the  intracellular  bFGF-
expression  may  not  play  a  dominant  role  for  the  constant  inhibition  of  the  SMC 
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